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Introduccion. La validacion de los factores predictores de la sensibilidad a la warfarina es importante
para evitar las hemorragias asociadas con la terapia anticoagulante. En los estudios previos hechos
en Colombia con polimorfismos de los genes VKORC1 y CYP2C9, se reportaban algoritmos con
rendimientos diferentes para explicar la variacion de las dosis, pero no se evaluaba la prediccion de la
sensibilidad a la warfarina.

Objetivo. Determinar la exactitud del analisis farmacogenético de los polimorfismos *2 y *3 en
el gen CYP2C9 y 1639G>A en el gen VKORC1 para predecir la sensibilidad a la warfarina en
pacientes del Hospital Militar Central, un centro de referencia que atiende pacientes de diferentes
lugares de Colombia.

Materiales y métodos. Se recopilaron los datos demograficos y clinicos de 130 pacientes que habian
recibido una dosis estable de warfarina durante mas de dos meses. Se obtuvieron sus genotipos
mediante un analisis de curvas de fusion, y, después de verificar el equilibrio de Hardy-Weinberg de los
polimorfismos, se hizo un andlisis estadistico con enfoque multivariado y predictivo.

Resultados. Se construy6 un modelo farmacogenético que explicé el 52,8 % de la variacion de la dosis
(p<0,001), solo 4 % por encima del rendimiento obtenido con los mismos datos usando el algoritmo
del International Warfarin Pharmacogenetics Consortium. El modelo predictivo de sensibilidad logro
77,8 % de exactitud e incluyé como factores la edad (p=0,003), los polimorfismos *2 y *3 (p=0,002) y
el polimorfismo 1639G>A (p<0,001).

Conclusiones. Estos resultados en una poblacién mestiza colombiana respaldan la validez de la
predicciéon de la sensibilidad a la warfarina basada en los polimorfismos de los genes VKORC1
y CYP2C9.

Palabras clave: farmacogenética, warfarina, algoritmos, pruebas genéticas, validez de las pruebas,
origen étnico y salud.
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Prediction of sensitivity to warfarin based on VKORC1 and CYP2C9 polymorphisms in patients
from different places in Colombia

Introduction: In the search to prevent hemorrhages associated with anticoagulant therapy, a major
goal is to validate predictors of sensitivity to warfarin. However, previous studies in Colombia that
included polymorphisms in the VKORC1 and CYP2C9 genes as predictors reported different algorithm
performances to explain dose variations, and did not evaluate the prediction of sensitivity to warfarin.
Objective: To determine the accuracy of the pharmacogenetic analysis, which includes the CYP2C9
*2 and *3 and VKORC1 1639G>A polymorphisms in predicting patients’ sensitivity to warfarin at the
Hospital Militar Central, a reference center for patients born in different parts of Colombia.

Materials and methods: Demographic and clinical data were obtained from 130 patients with stable
doses of warfarin for more than two months. Next, their genotypes were obtained through a melting
curve analysis. After verifying the Hardy-Weinberg equilibrium of the genotypes from the polymorphisms,
a statistical analysis was done, which included multivariate and predictive approaches.

Results: A pharmacogenetic model that explained 52.8% of dose variation (p<0.001) was built, which
was only 4% above the performance resulting from the same data using the International Warfarin
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Pharmacogenetics Consortium algorithm. The model predicting the sensitivity achieved an accuracy of
77.8% and included age (p=0.003), polymorphisms *2 and *3 (p=0.002) and polymorphism 1639G>A

(p<0.001) as predictors.

Conclusions: These results in a mixed population support the prediction of sensitivity to warfarin
based on polymorphisms in VKORC1 and CYP2C9 as a valid approach in Colombian patients.

Key words: Pharmacogenetics, warfarin, algorithms, genetic testing, validity of tests, ethnicity and health.
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La warfarina es el anticoagulante mas extensamente
empleado para la prevencion de episodios de trom-
boembolia (1,2). Actia disminuyendo la activaciéon
de los factores de coagulacion dependientes de la
vitamina K al inhibir su enzima epdéxido reductasa
(3). Se caracteriza por una amplia variacién en la
respuesta individual y por tener un indice terapéutico
estrecho que implica un riesgo significativo de
tromboembolia, si las dosis son inferiores a la
adecuada, o de sangrado, en caso de sobredosis
(4). En consecuencia, la dosis que puede generar
efectos adversos como los mencionados es
cercana a la dosis terapéutica efectiva, la cual
se establece al obtener una razén normalizada
internacional (International Normalized Ratio, INR)
entre dos y tres (2).

El proceso de degradacion de los factores de
coagulacion activados con la warfarina toma de
cinco a siete dias, por lo que cuando se requiere un
efecto anticoagulante rapido se administra también
heparina durante cuatro o méas dias (5). En con-
traste, el control del alto riesgo de hemorragia
debido a la anticoagulacion excesiva constituye un
reto, y se ha reportado sangrado abundante en,
aproximadamente, 12 % de los pacientes tratados
con warfarina (6) y una frecuencia de sangrado
con consecuencias fatales en 10 % de ellos (7). Los
efectos de la hemorragia cerebral asociada con el
uso de anticoagulantes son devastadores, pues
ocasionan la muerte en la mitad de los pacientes
y discapacidad permanente en la mayoria de los
gue sobreviven (8).

Dado que al administrar el tratamiento con una
dosis fija de warfarina es dificil predecir el nivel
de anticoagulacion, se ha buscado optimizar su
manejo (9), para lo cual se han propuesto algoritmos
basados en parametros clinicos como la edad, el
peso y la talla, pero estos son inexactos y explican
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Unicamente de 12 a 22 % de la variaciéon de la
dosis (10). Por este motivo, se ha recurrido a la
evaluacion de factores genéticos, principalmente
en los genes que codifican la isoforma 2C9 del
citocromo P450 en el gen CYP2C9 y la epoxido
reductasa de la vitamina K en el gen VKORC1, los
cuales afectan las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas de la warfarina (11).

El gen CYP2C9 tiene mas de 30 variantes alélicas.
Los individuos homocigéticos para el alelo de
referencia (CYP2C9*1) tienen un “metabolismo
normal” de la S-warfarina, la forma mas potente de
este medicamento. Los dos alelos méas frecuentes,
el *2 (polimorfismo rs1799853) y el *3 (rs1057910),
tienen una actividad enzimatica reducida para
la excrecion del medicamento, lo que conlleva
una disminucién de alrededor del 30 y 80 %,
respectivamente (2). Por otra parte, la enzima
codificada por el VKORC1 cataliza la reduccion
del epdxido de la vitamina K a vitamina K, paso
necesario para activar los factores de coagulacion.
Su polimorfismo -1639G>A (rs9923231) se asocia
con la sensibilidad a la warfarina y la disminucién
de la cantidad requerida (2). Se ha observado una
asociacion preferencial con la cromatina activa del
alelo G enla posicion -1639 del VKORC1, mientras
que el alelo menor A en esta misma posicion
genera un sitio de unidn E-box de tipo supresor, lo
gue resulta en una menor sintesis de ARN (12).

En este contexto, la US Food and Drug Adminis-
tration (FDA) aprobé la inclusion en el inserto del
medicamento de un cuadro de dosificacion que
recomienda tener en cuenta los polimorfismos
-1639G>A en el gen VKORC1 y *2 y *3 en el gen
CYP2C9, para fijar la dosis inicial (13). También, se
han propuesto algoritmos farmacogenéticos que
tienen en cuenta tanto los polimorfismos genéticos
como las variables clinicas para predecir la dosis,
los cuales parecen tener una mayor exactitud que
las tablas (14). Estos algoritmos explican alrededor
de 50 % de la variacion de la dosis (10,14), con
mayor beneficio en los extremos de la dosificacién,
es decir, los pacientes sensibles, que requieren dosis
de 21 mg por semana 0 menos, y los resistentes,
que requieren 49 mg por semana o mas (15).
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Sin embargo, algoritmos como el del International
Warfarin Pharmaceutical Consensus, IWPC, no
siempre predicen con exactitud, a pesar de haberse
formulado con base en informacién de diversas
poblaciones de Asia, Europa, Norteamérica y
Brasil en Latinoamérica (15). Un ejemplo de ello
fue la menor exactitud de prediccion del algoritmo
del IWPC en una muestra de pacientes egipcios
(16). Incluso en grupos étnicos como los han de
China, ha sido necesario incluir otras variables
predictoras como el gen CYP4F2 (17). La situa-
cién se complica en poblaciones muy mezcladas,
como la latinoamericana, en la cual la contribucion
relativa de africanos, amerindios y europeos varia
de acuerdo con circunstancias histdricas (18). No
parece haber, entonces, una Unica formula idénea,
por lo que deben considerarse los factores locales
a la hora de escoger el algoritmo farmacogenético
mas apropiado (19). En dos estudios en Colombia,
por ejemplo, se han reportado algoritmos que
explican un porcentaje diferente de la variacién
de la dosis: 38,2 % (20) y 47,4 % (21), y cuyo
rendimiento predictivo no se evalué en una muestra
diferente de aquella en la que fueron generados.

Dada la creciente necesidad de mejorar la detec-
cion de pacientes que requieren dosis bajas de
warfarina antes de iniciar su administracién, y
de minimizar la incidencia de efectos adversos
serios como las hemorragias (22) y sus graves
consecuencias individuales y socioeconémicas,
y considerando, ademas, la falta de un analisis
predictivo y de las diferencias en los porcentajes
de variacion de la dosis, el proposito del presente
estudio fue determinar la exactitud de la prediccion
de la sensibilidad a la warfarina en pacientes
colombianos que asistian a la consulta externa
del Hospital Militar Central, el cual es un centro de
referencia nacional que atiende pacientes nacidos
en diferentes lugares del pais.

Materiales y métodos
Pacientes

Con la aplicacién Stat Calc de Epilnfo se determind
una muestra de 130 pacientes con poder suficiente
para detectar la asociacion entre el gen VKORC1
y la sensibilidad a la warfarina. Se tuvo en
cuenta un nivel de confianza de 95 %, un poder
de 80 %, y con base en datos previos sobre la
poblacién colombiana (21), una razén de 0,58
entre expuestos y no expuestos a genotipos con
mutacion en la posicion -1639 del VKORCL, la cual
predispone a la sensibilidad (prevalencia de 64 %),
y una diferencia en el porcentaje de la varianza de
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la dosis de warfarina de 22,8 % en los casos en los
gue se presentaba un reemplazo de guanina por
adenina en la posicion -1639 del VKORC1.

Una vez verificada la ausencia de criterios de
exclusion (menor de 18 afos, embarazo, enfer-
medad renal, hepatica o tiroidea causante de
descompensacién, sindrome de malabsorcién
intestinal, alcoholismo o cancer), y una vez firmado
el consentimiento informado, se incluyeron en
orden consecutivo los pacientes que asistian al
servicio de consulta externa del Hospital Militar
Central en Bogota y que presentaban valores
de INR que permitian una dosificacién estable
durante mas de dos meses con el mismo tipo de
warfarina (de marca o genérica). El consentimiento
informado fue aprobado previamente por el Comité
de Etica independiente del Hospital Militar Centrall.

Recoleccion de datos

Los pacientes fueron entrevistados durante su
visita al servicio de consulta externa del Hospital
Militar Central para obtener sus datos demo-
graficos y clinicos. El registro de cada paciente
incluia la edad, el sexo, el origen, la dosis y el
tipo de warfarina (genérica o de marca), los
valores de INR, la razén para el uso de la
warfarina, las enfermedades concomitantes, otros
medicamentos prescritos, y el peso y la talla,
datos estos que fueron verificados revisando la
historia clinica. Estos registros se almacenaron
en una base de datos elaborada en MySQL, lo
gue permitié el anonimato del paciente al asignar
automaticamente un niimero a cada uno.

Genotipificacién

Se obtuvo el ADN a partir de 5 ml de sangre
completa de cada paciente mediante el método
de extraccién por columnas High Pure PCR
Template Preparation Kit® de Roche. Luego se
detectaron el polimorfismo -1639G>A en el gen
VKORC1 vy los polimorfismos 430C>T (*2) y
1075A>C (*3) en el gen CYP2C9 mediante PCR
en tiempo real, utilizando el sistema fluorescente
LightMix® de Roche, como se ha descrito previa-
mente (23,24). En resumen, durante la amplificacion
de fragmentos especificos de 289 pares de bases
para el VKORC1 y de 374 y 180 pares de bases
para el CYP2C9, se logr6 la hibridacion de las
sondas fluorogénicas. Los polimorfismos se
detectaron como un cambio en la temperatura de
fusiébn de la sonda hibridada. Posteriormente,
los genotipos obtenidos se evaluaron mediante el
andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando
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para ello la prueba de ji al cuadrado. Los datos de
la genotipificaciéon se almacenaron bajo el nimero
generado automaticamente por la base de datos.

Andlisis estadistico

Se gener6 un archivo de cada paciente (sin los
datos de identificacion) y se hizo su analisis con el
programa estadistico SPSS®. Para la descripcion
general de las variables demograficas, clinicas
y de los polimorfismos genéticos, se utilizaron
frecuencias y porcentajes en el caso de variables
cualitativas, en tanto que, para las variables
cuantitativas, se emplearon la media, la mediana
y los percentiles 25 a 75.

Se evaluo en la muestra de pacientes la posibilidad
de encontrar una asociacion entre la sensibilidad
a la warfarina (dosis semanal de 21 mg o menos),
y la presencia de genotipos con la mutacion
-1639G>A en el VKORC1 mediante la obtencion
de la razén de momios (odds ratio, OR) con un
intervalo de confianza de 95 % (IC,,,). Luego, se
evaluo la asociacion de las variables cualitativas
dicotébmicas con la dosis semanal de warfarina
mediante la prueba t de Student para muestras
independientes.

En el caso de las variables cualitativas con méas de
dos valores, se utilizé el ANOVA de un factor y la
prueba de correlacién coincidente de Bonferroni.
Para la evaluacion de la asociacion entre las
variables cuantitativas y la dosis semanal de
warfarina, se hizo un analisis de regresion lineal
simple. Para el andlisis multivariado de los
factores que influyen sobre la dosis de warfarina,
se generé un modelo explicativo mediante
una regresion lineal multiple con el método de
pasos sucesivos, y se valido el modelo obtenido
mediante bootstrap.

Por ultimo, se hizo un analisis predictivo de la
sensibilidad mediante un analisis ‘discriminante’
segun se ha descrito previamente (25). En
resumen, inicialmente se seleccionaron las
variables mediante la funcion CfsSubsetEval del
programa Weka® (26), la cual escoge el grupo de
mayor correlacion con sensibilidad a la warfarina,
pero con la mas baja correlacion entre ellas. Con
las variables seleccionadas se utiliz6 la funcién de
analisis ‘discriminante’, método de inclusion por
pasos, del programa estadistico SPSS®, y asi se
construy6é un modelo predictivo con el 70 % de los
datos y se escogié aquel con mayor exactitud de
acuerdo con la validacion cruzada del tipo de “dejar-
uno-afuera”. El desempefio del modelo se evalué
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en el 30 % restante de los datos para determinar su
exactitud de prediccion, sensibilidad, especificidad,
y valor predictivo positivo y negativo.

Resultados

La mayoria de los pacientes eran oriundos de los
departamentos de la region Andina de Colombia
(cuadro 1). Su edad oscilaba entre los 28 y los 88
afos, y 75 % era mayor de 58 afios. El indice de
masa corporal (IMC) fue indicativo de sobrepeso
y 40 % de los pacientes correspondian a mujeres.
El porcentaje de warfarina de origen genérico era
similar al del medicamento de marca original, y la
dosis era de alrededor de 25 mg por semana. El
motivo mas frecuente para la medicacién fue la
prétesis valvular cardiaca, seguida de trombosis
venosa Y fibrilacion auricular. Ademas, los pacientes
presentaron un alto porcentaje de enfermedades
cardiovasculares y endocrino-metabdlicas conco-
mitantes (cuadro 2). Se observé mas de una
indicacion de warfarina como en el caso de
pacientes con trombosis venosa profunda y
tromboembolia pulmonar; en algunos se presenté
mas de una enfermedad concomitante.

Algunas variables demogréficas y clinicas mostra-
ron una asociacion estadisticamente significativa
con la dosis semanal de warfarina. Se observo la
necesidad de una mayor dosis de warfarina cuanto
mayor fuera la talla ($=0,307; R?=0,047; p<0,01)
y el peso (B=0,156; R?=0,025; p=0,04). Por el
contrario, a mayor edad se requiri6 una menor
dosis de warfarina ($=-0,29; R?=0,099; p<0,01).
También, se observé que se requeria una menor
dosis en pacientes medicados debido a fibrilacién
auricular (dosis promedio de 22,2 Vs. 29,59 mg/
semana,; p=0,01).

No hubo una asociacién estadisticamente significa-
tiva entre la dosis de warfarina y los medicamentos
administrados simultaneamente (cuadro 3). De

Cuadro 1. Pacientes incluidos en el estudio segun lugar de
nacimiento

Origen n %

Boyaca 29 22,3
Cundinamarca 28 21,5
Bogota 26 20,0
Tolima 12 9,2
Santander 11 8,5
Huila 6 4,6
Antioquia 3 2,3
Caldas 3 2,3
Otros 2 12 9,2

a Norte de Santander, Quindio, Cauca, Caqueta, Narifio, Bolivar y
Magdalena aportaron cada uno menos de tres pacientes al estudio.
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Cuadro 2. Caracteristicas demogréaficas y clinicas de los
pacientes

Valor2
(n=130 pacientes)

Variable

Edad (afios)

Hombre/mujer

Peso (kg)

Talla (cm)

indice de masa corporal (kg/m?)
Tabaquismo actual

Warfarina

Dosis (mg/semana)

De marcal/genérica
International Normalized Ratio
Indicacién de medicacion con
warfarina (%)

66,2-70 (58-76,2)

77 (59,2)/53 (40,8)
72,5-72 (62-82)
162,5-162 (155-170)
27,4-27,1 (24,6-29,1)
2 (1,5)

28,4-25 (17,5-35)
63 (48,46)/67 (51,54)
2,53-2,47 (2,2-2,7)

Protesis valvular 48 (36,9)
Trombosis venosa 41 (31,5)
Fibrilacion auricular 20 (15,4)
Embolia pulmonar 15 (11,5)
Accidente cerebrovascular 15 (11,5)
trombético

Enfermedad coronaria 5 (3,8)
Sindrome antifosfolipido 3 (2,3)
Dilatacién ventricular 2 (1,5
Otra arritmia 2 (1,5
Otra raz6n de uso 4 (3,1)

Enfermedades concomitantes (%)

Hipertension 70 (53,8)
Dislipidemia 54 (41,5)
Cardiopatia isquémica 31(23,8)
Arritmia 26 (20)
Diabetes mellitus 24 (18,5)
Hipotiroidismo 24 (18,5)
Cardiopatia congestiva 16 (12,3)
EPOC 16 (12,3)
Osteoartritis 12 (9,2)
Otra enfermedad concomitante 64 (49,2)

a Las variables cuantitativas se expresan como media, mediana y
percentiles 25 a 75 entre paréntesis, y las cualitativas, como nimero de
pacientes y porcentaje entre paréntesis.

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica

estos, los mas frecuentemente administrados fueron
las estatinas, cuya accion altera la concentracion de
farmacos como la warfarina (27). La mayoria de los
pacientes tomaban atorvastatina (no se presentan
los datos), con la cual no se ha documentado el
tipico efecto potenciador de otras estatinas como
la rosuvastatina, la lovastatina y la fluvastatina
(28,29). Por otra parte, se observé que se requeria
una menor dosis de warfarina con la adminis-
tracion simultanea de amiodarona, medicamento
inhibidor de su destruccién, pero dicha asociacion
no alcanzé la significancia estadistica (promedio
semanal de 25,2 mg Vs. 28,3 mg; p=0,4).

Con respecto a los genotipos estudiados, la
distribucion de su frecuencia no difirié de lo
esperado segun el equilibrio de Hardy-Weinberg,

Andlisis farmacogenético de sensibilidad a la warfarina

como se aprecié con el resultado de la prueba de
ji al cuadrado (cuadro 4), lo que permitio el analisis
de los tres polimorfismos propuestos. Ademas,
la muestra de 130 pacientes fue suficiente para
detectar la sensibilidad a la warfarina asociada
a los genotipos con la mutacion -1639G>A en
VKORCL1 (OR=8,04; IC,,, 1,8-35,8).

El anadlisis de la asociacién de los genotipos con
la dosis de warfarina evidencié que los pacientes
homocigoéticos para el alelo AA en la posicion
-1639 del VKORC1 necesitaban una menor dosis
promedio (19,3 mg/semana) que los heterocigéticos
GA (31,3 mg/semana; p<0,01), y estos, a su vez,
una menor dosis que los homocigdticos para el
alelo silvestre GG (37,5 mg/semana; p=0,018).

95%

Con respecto al gen CYP2C9, los pacientes con
el genotipo heterocigdtico CA (*1*3) en la posicion
1075 necesitaron una menor dosis promedio de
warfarina que quienes tenian el genotipo silvestre
AA (21,1 Vs. 29,2 mg/semana, p=0,019); en la
muestra no hubo pacientes con genotipo doble
mutado CC (*3*3). En el caso del polimorfismo
en la posicion 430 del CYP2C9, solo un paciente
era homocigético TT (*2*2) para el alelo mutado, y
aquellos heterocigdticos CT (*1*2) no requirieron
una dosis significativamente diferente a la de los
pacientes con el genotipo silvestre CC (27,2 Vs.

Cuadro 3. Asociacion de los medicamentos administrados
simultaneamente con la dosis de warfarina

Medicamento n %  Warfarina®  p®°
Estatinas 64 49,2 27,3 0,3
Losartan-valsartan a7 36,2 28,0 0,7
Metoprolol 41 31,5 26,0 0,1
Suplemento 38 29,2 26,1 0,3
de vitaminas

Carvedilol 33 25,4 27,7 0,7
Tiroxina 30 23,1 28,1 0,8
Omeprazol-lanzoprazol 30 23,1 26,7 0,3
Antiinflamatorios no 22 16,9 25,7 0,1
esteroideos

Enalalpril-fosinopril 21 16,2 28,1 0,9
Metformina 18 13,8 28,6 1,0
Medicacién herbal 13 10,0 30,6 0,5
Amidarona 10 7,7 25,2 0,4
Digoxina 10 7,7 23,9 0,2
Insulina 9 6,9 24,2 0,3
Acido acetilsalicilico, 8 6,2 33,8 0,5
100 mg

Ranitidina 6 4,6 25,0 0,1
Verapamilo 6 4,6 23,7 0,3
Inductor enzimatico® 5 3,8 24,5 0,5

@ Dosis media

> Para la diferencia con la dosis media de warfarina en ausencia del
medicamento

¢ Carbamacepina=3, fluoxetina=1, macrolidos=1
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Cuadro 4. Frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos estudiados en VKORC1 y CYP2C9

Gen Genotipo observado n (%) Alelo n HWE? 2 p

VKORC1

-1639G>A GG 28 (21,5) G 112 1,923 0,166
GA 56 (43,1) A 148
AA 46 (35,4)

CYP2C9

430C>T* (*2) cc 109 (84,5) C (*1) 237 0,029 0,864
CT 19 (14,7) T (*2) 21
T 1(0,8)

CYP2C9

1075A>C (*3) AA 117 (90) A(*1) 247 0,360 0,548
CA 13 (10) C (*3) 13
cc 0 (0)

a HWE: analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg

> Un alelo amplificé en forma inespecifica.

28,6 mg/semana; p=0,632). Sin embargo, la pre-

sencia simultanea de mutacion en la posicion 430 *21

(*2) y en la 1075 (*3) del CYP2C9, se asoci6 a una =

menor dosis promedio de warfarina en comparacion < 60009 T

con la presencia de una sola mutacion (9,7 Vs. ”@J

27,2 mg por semana; p=0,04). Q

Al analizar los dos genes en conjunto, se aprecio = 40,00 I

que la dosis de warfarina disminuyé a medida %

que aumentaba el nimero de mutaciones en ©

el VKORC1, y que los pacientes que tenian = 20,001

mutaciones en las dos posiciones analizadas del B EP

CYP2C9 (*2 y *3) simultaneamente, requerian las “an o 55_

menores dosis. lgualmente, hubo una tendencia o0 7

a menores dosis en presencia de mutacién en
una de las dos posiciones del CYP2C9 ademas
de la mutacién en la posicién -1639 del VORC1,
especialmente en el caso del genotipo homocigoé-
tico mutado AA (figura 1).

Se observaron, igualmente, algunos casos extremos
(outliers), que evidenciaron que los polimorfismos
no explican la totalidad de la variacion en la dosis.
Hubo dos individuos que recibian una dosis alta
de 70 mg a la semana de warfarina y presentaban
los alelos silvestres en las dos posiciones en
el CYP2C9, pero una mutacién en el VKORC
(sefialados con asterisco en el figura 1). Se trataba
de pacientes con edades por debajo del promedio
del grupo estudiado, sin medicacion concomitante
inductora o inhibidora del procesamiento de la
warfarina, uno con trombosis venosa por hiper-
coagulabilidad de base y otro con una protesis
valvular cardiaca.

El analisis multivariado permitié obtener un modelo
gue explicaba 52,8 % de la variacion de la dosis
(R?=0,528; p<0,001). Como variable dependiente
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VKORC1 -1639G>A
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Figura 1. Relacion de la dosis semanal de warfarina con
los genotipos de VKORC1 (AA: homocigético mutado,
GA: heterocig6tico, GG: homocigético silvestre) y de los
genotipos de CYP2C9 (*1/*1: no mutado, *1/X: presencia de
un polimorfismo *1 o *2, X/X: presencia de dos polimorfismos
*1, *2 0 *1 y *2) en cuanto a la combinacién de genotipos
de VKORC1 y CYP2C9. Las flechas indican los pacientes
con dos mutaciones en CYP2C9 y una o dos mutaciones
concomitantes en VKORC1.

se tomo la raiz cuadrada de la dosis, pues se
ajustaba mejor que la dosis no transformada a
la distribucién normal. Como variables indepen-
dientes, la trombosis venosa como indicacion
y el peso aumentaban la dosis de warfarina,
mientras que otras, como la edad en afios y los
polimorfismos en los genes VKORC1 y CYP2C9,
la disminuian (el bootstrap de 1.000 replicaciones
ratificd la significancia estadistica de los coeficien-
tes obtenidos) (cuadro 5). Las variables de talla y
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fibrilacion auricular no fueron tenidas en cuenta por
el modelo, pues en conjunto no influian de forma
significativa sobre la dosis de warfarina, aunque si
lo hacian consideradas individualmente.

En la comparacion con el algoritmo que explicaba
el mayor porcentaje de la variacion de la dosis
en Colombia (21) y con la prediccion del IWPC
(obtenida mediante validacion cruzada y evaluada
con datos no utilizados para generar el algoritmo)
(15), el modelo incluy6 también las variables de
edad y de los polimorfismos en los genes VKORC1
y CYP2C9, pero no las variables de inductor
enzimatico, inhibidor enzimatico y talla (esta Ultima
solo presente en el algoritmo del IWPC). La raza
es una variable incluida por el IWPC, pero no
se calificd en la presente investigacion debido
a la alta posibilidad de error por tratarse de una
poblacién tan mezclada. Se evaluo la capacidad
de prediccion del algoritmo del IWPC comparando
las dosis calculadas con las reales. Se encontrd
que, a pesar de haber sido desarrollado para otras
poblaciones, en la muestra de pacientes de este
estudio el algoritmo del IWPC predijo un valor solo
cuatro puntos porcentuales por debajo del maximo
obtenido mediante el modelo explicativo con mayor
rendimiento (R?=0,48; p<0,001) (figura 2).

Por dltimo, se gener6 un modelo predictivo de
sensibilidad a la warfarina con una exactitud de
prediccion de 77,8 %, que incluyd tres variables:
la edad (p=0,003), los polimorfismos *2 y *3 del
CYP2C9 (p=0,002), y el polimorfismo 1639G>A en
el VKORC1 (p<0,001). EI modelo comprendié dos
algoritmos: sensible = 0,555, edad + 8,839, VKORC1
+ 6,154, CYP2C9 - 35,052; y no sensible = 0,468,
edad + 5,942, VKORCL1 + 3,457, CYP2C9 - 21,447.

Cada sujeto se asigno al grupo para el cual obtuvo
un mayor puntaje. La edad se midi6 en afios, y se
asigno un puntaje segun el genotipo del VKORC1
(AA=3, GA=2, GG=1) y un puntaje para cada una
de las combinaciones de mutaciones en el CYP2C9

Andlisis farmacogenético de sensibilidad a la warfarina

(0O=no mutacién; 1=una mutacién en *2 o0 en *3; y
2=mutaciones en las dos posiciones, *2 y *3). De
acuerdo con el valor de sensibilidad obtenido con
este algoritmo, 62,5 % de los pacientes sensibles
que recibiria la dosis estandar se beneficiaria de
una dosis menor, con lo que disminuiria el riesgo
de un mayor efecto adverso serio, es decir, la
hemorragia (cuadro 6).

Discusion

En el presente estudio se encontr6 que en
pacientes nacidos en diversos lugares del pais,
principalmente en la regién Andina, el analisis
farmacogenético basado en los polimorfismos
430C>T, 1075A>C en el gen CYP2C9 y -1639G>A
en el VKORC1, permitié6 explicar un porcentaje
de la variacion en la dosis de warfarina similar al
encontrado con el IWPC en poblaciones de cinco
continentes, con una exactitud de prediccién de la
sensibilidad a este medicamento de 77,8 %.

La presente investigacion respalda la aplicabilidad
del analisis farmacogenético para el manejo de la
warfarina en un gran porcentaje de la poblacion
colombiana. La regién Andina se caracteriza por
el predominio de individuos caucasicos mestizos
(30), que seguln las estimaciones corresponden
a 85,9 % de los habitantes de Colombia (31). Por
otra parte, a pesar de pequefias diferencias, el
porcentaje de genotipos con el polimorfismo en
forma heterocigotica u homocigética en la posicion
-1639 del VKORCL, fue similar al publicado en
estudios llevados a cabo en poblaciéon colombiana
de Bogotd, Risaralda (21), y Antioquia (20). Lo
mismo se observo con los polimorfismos en el gen
CYP2C9. Cabe mencionar que estas frecuencias
fueron también similares a las reportadas en el
estudio del IWPC (15).

Considerando que el inicio de la medicaciéon con
warfarina se asocia con respuestas muy variables
segun los individuos, y que pueden producirse

Cuadro 5. Modelo de regresion lineal multiple y bootstrap para la validaciéon de coeficientes

Modelo Bootstrap (n=1.000)
Variables
B p Sesgo Error estandar p (bilateral) ICys,

VKORC1 (genotipo)? -0,881 ,000 0,005 0,092 0,001 -1,051 -0,702
CYP2C9 (genotipo)® -0,470 ,001 0,004 0,136 0,002 -0,694 -0,176
Trombosis venosa 0,415 ,005 -0,001 0,149 0,009 0,114 0,710
Edad (afos) -0,023 ,000 0,000 0,005 0,001 -0,033 -0,014
Peso (kg) 0,012 ,012 0,000 0,005 0,010 0,003 0,022
Constante 7,696 ,000 -0,007 0,477 0,001 6,760 8,687

2AA=3, GA=2, GG=1

> No mutacién=0, una mutacién en *2 o en *3=1, y mutaciones en las dos posiciones *2 y *3=2
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R Lineal = 0,487

8,00

6,00

Raiz cuadrada dosis observada

4,00

2,00
2,00 4,00 6,00

Raiz cuadrada dosis calculada IWPC*

8,00

Figura 2. Correlacion de la dosis de warfarina observada
con la dosis calculada mediante el algoritmo farmacogenético
del IWPC

*IWPC: International Warfarin Pharmacogenetic Consortium

Cuadro 6. Evaluacion de la prediccion de la sensibilidad a la
warfarina

Sensible Pronédstico Total
Si No
Casos seleccionados
Original Si 23 2 25
No 8 51 59
Validacion cruzada Si 23 2 25
No 10 49 59
Casos no seleccionados Si 10 6 16
No 4 25 29

- Exactitud de la prediccion en casos no seleccionados: 77,8 %
- Sensibilidad en casos no seleccionados: 62,5 %

- Especificidad en casos no seleccionados: 86,2 %

- Valor predictivo positivo en casos no seleccionados: 71,4 %

- Valor predictivo negativo en casos no seleccionados: 80,6 %

efectos adversos (32), en la presente investigacion
se confirm6 la validez del algoritmo del IWPC
para ajustar la dosis de warfarina en pacientes
colombianos. Debe recordarse que el algoritmo
del IWPC demostré6 un mejor desempefio en
los extremos de la dosificacion: sensibilidad o
resistencia (15). Sin embargo, el hecho de que
explica apenas la mitad de la variacion de la dosis
de warfarina, aproximadamente, deja un amplio
margen de error, por lo que debera considerarse
la inexactitud si se decide usar el genotipo para
ajustar la dosis cuando comienza la administracion
de warfarina.
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En estas circunstancias, el enfoque encaminado
a detectar pacientes sensibles al medicamento,
permitiria un manejo mas adecuado, con la con-
secuente disminucion del riesgo de hemorragia
en 62,5 % de ellos, los cuales, de otra manera,
recibirian una dosis estandar del medicamento. No
obstante, teniendo en cuenta que el valor predictivo
positivo alcanzé 71,4 % (cuadro 6), en la prediccién
de la sensibilidad deben considerarse medidas
como el uso simultdneo de anticoagulantes de
otro tipo, como la heparina, al iniciar el tratamiento
con dosis bajas. Por otra parte, dado el valor
predictivo negativo de 80,6 % (cuadro 6), cuando
la prueba determina que no hay sensibilidad,
se justifica un seguimiento estricto de la INR al
comienzo del tratamiento.

Debe mencionarse que el algoritmo obtenido para
predecir la sensibilidad a la warfarina coincidié con
el de publicaciones previas en el sentido de que,
a mayor edad o mayor nimero de mutaciones
en el VKORC1 o el CYP2C9, mayor es la pro-
babilidad de encontrar sensibilidad. Un estudio
similar en una cohorte de 4.272 pacientes, cuyo
objetivo era minimizar la incidencia de sangrado,
identificé las mismas caracteristicas asociadas a
la sensibilidad a la warfarina, ademés del uso de
amiodarona (22).

Debe recordarse que en esta investigacion la
amiodarona se asocido con menores dosis de
warfarina, pero sin lograr niveles significativos.
La muestra analizada, disefiada para detectar la
asociacién entre la sensibilidad y los genotipos
del VKORC1, parece tener poco poder para
detectar asociaciones significativas entre otros
medicamentos administrados y la dosis de
warfarina. Ademas, el nimero mucho mayor de
prescripciones que de pacientes evidencio el
tipico uso de mudltiples medicamentos en estos
casos y, en algunos, la prescripcidon simultanea
de inductores de la destrucciéon de la warfarina,
como la carbamacepina, y de potenciadores de
su accion, como la propafenona (33), lo que hace
mas dificil la deteccion del efecto especifico de
algunos farmacos.

Con este panorama, a pesar de que el VKORC1
se considera el principal modulador genético
de las diferencias étnicas en la reaccion a la
warfarina, y se conoce su utilidad para explicar la
reaccion a este medicamento en pacientes con
diferentes ancestros (34,35), no debe descartarse
la posibilidad de mejorar la prediccién teniendo en
cuenta aspectos especificos de cada poblacion.
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Reportes recientes indican que la utilidad de los
algoritmos farmacogenéticos podria ser mayor si
se logra un mejor control de las variables clinicas.
En sujetos sanos, con menos variables clinicas, los
polimorfismos en los genes CYP2C9 y VKORC1
han permitido explicar un mayor porcentaje de
variacion en la dosis, alrededor de 62 % (36). Debe
recordarse que la inclusion de la trombosis venosa
mejoré el desempefio del algoritmo explicativo
en la presente investigacion, lo que demuestra
la importancia de considerar la razon de la
medicacion con warfarina cuando se fija su dosis.
Tampoco deben olvidarse la dieta, los suplementos
dietéticos y la medicacion simultanea con posibles
0 probables inhibidores y potenciadores (37). El
aumento del riesgo de hemorragia con farmacos de
uso comun, como la aspirina, los antiinflamatorios
no esteroideos, la penicilina en altas dosis (5,38)
e, incluso, las interacciones con medicamentos
de tipo herbal (39), debe tomarse en cuenta para
mejorar la prediccién cuando se trata de un paciente
medicado con warfarina en un ambito clinico local.

En resumen, los resultados de la presente inves-
tigacion demuestran una vez mas la utilidad
de los genotipos estudiados en la prediccién
de la sensibilidad a la warfarina en Colombia,
especialmente si el propésito es disminuir los
efectos adversos de tipo hemorragico al iniciar el
tratamento. Actualmente hay estudios en diversas
poblaciones que han demostrado una reduccion de
efectos adversos serios (40), una menor incidencia
de anticoagulacién excesiva (INR=4) (9,40), un
menor porcentaje de INR fuera del rango (40) e,
incluso, la disminucion del tiempo para alcanzar
la dosis terapéutica con la consecuente reduccion
del riesgo de tromboembolia (9,40,41).
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