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ABREVIATURAS

Anti-vitamina K= AVK

Antiinflamatorios no esteroideos = AINEs
APOE= Apolipoproteina E

Calumenina = CALU

Citocromo P450 2C9 = CYP2C9

Citocromo P450 4F2= CYP4F2

European Pharmacogenetics of Anticoagulant Therapy = EU-PACT.
Gamma-glutamyl carboxylasa = GGCX
Estudio de asociacion del genoma = GWAS
International Normalized Ratio = INR
Nuevos anticoagulants orales = NAOs
Acido glutamico = Glu

Acido gamma-carboxiglutamico = Gla
Superficie corporal = SC

Terapia anticoagulante oral = TAO

Vitamin K-epéxido reductasa = VKORC1
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A. TESIS COMO COMPENDIO DE TRABAJOS PREVIAMENTE

PUBLICADOS

La presente Tesis Doctoral, de acuerdo con el informe correspondiente, autorizado por
los Directores de Tesis y la Comision General de Doctorado de la Universidad de
Murcia, se presenta como un compendio de tres trabajos previamente publicados. Las
referencias completas de los articulos que constituyen el cuerpo de la Tesis son las

siguientes:

l. Anton Al, Cerezo-Manchado JJ, Padilla J, Perez-Andreu V, Corral J, Vicente V,
Roldan V & Gonzalez-Conejero R: Novel associations of VKORC1 variants with higher

acenocoumarol requirements. PLoS One 2013 May 17;8(5):e64469. (JCI=3.730).

II. Cerezo-Manchado JJ, Roldan V, Rosafalco M, Antdn Al, Arroyo AB, Garcia-Barbera
N, Martinez AB, Padilla J, Corral J, Vicente V & Gonzdlez-Conejero R. Effect of VKORC1,
CYP2C9 and CYP4F2 genetic variants in early outcomes during acenocoumarol

treatment. Pharmacogenomics 2014, in press: (JCI=3.857).

[ll. Cerezo-Manchado JJ, Rosafalco M, Anton Al, Pérez-Andreu V, Garcia-Barbera N,
Martinez AB, Corral J, Vicente V, Gonzdlez-Conejero R, Roldan V.: Creating a genotype-
based dosing algorithm for acenocoumarol steady dose. Thromb Haemost. 2013

Jan;109(1):146-53 (JCI=6.094).

Asi mismo, se considera oportuno incluir en el anexo | de la Tesis el siguiente articulo
que ha constituido parte de la base formativa del doctorando y que pone en practica
los conocimientos obtenidos en los articulos anteriores que forman el cuerpo de esta

Tesis, y que estd actualmente en proceso de publicacidn:
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IV. Cerezo-Manchado JJ, Rosafalco M, Antén Al, Padilla J, Martinez AB, Corral J,
Vicente V, Gonzalez-Conejero R, Roldan V, " A Randomized Trial of Genotype-Guided

Dosing of Acenocoumarol in Spanish population".2014
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B. INTRODUCCION GENERAL

I. Generalidades.

Los dicumarinicos o también llamados farmacos anti-vitamina K (AVK), son los
anticoagulantes mas comunmente prescritos para la profilaxis y tratamiento de
trastornos tromboembdlicos venosos y arteriales (Hirsch J. 1998). En 2009, mas de dos
millones de pacientes iniciaron tratamiento con Warfarina en Estados Unidos
resultando en mds de 30 millones de prescripciones anuales (Kim M.J. 2009). En
Europa tanto Femprocumona como Acenocumarol son usados ampliamente con el
mismo objetivo (Al Hajje A.H. 2010). En los ultimos afos, la aparicién comercial de
nuevos anticoagulantes orales (NAOs), tales como Dabigatran, Rivaroxaban vy
Apixaban, ha propiciado que el futuro de los dicumarinicos sea incierto. Estos nuevos
farmacos tienen una vida media mds corta y no parecen interaccionar
significativamente ni con otros farmacos ni con la dieta, lo que les convierte en
opciones profilacticas muy prometedoras de cara al futuro en términos de efectividad.
A pesar de ello, su prescripcidon y manejo clinico no estdan completamente extendidos
hoy en dia debido a que no estdn exentos de efectos secundarios graves, el
encarecimiento del tratamiento (contra lo que no pueden competir respecto a los
clasicos) y la dificultad de trasladar las condiciones de un ensayo clinico a la practica

diaria (Jacobson A. 2012).

Por estas razones los dicumarinicos siguen siendo los anticoagulantes orales mas
usados en el mundo. La principal dificultad en su manejo clinico estriba en asumir una
variabilidad interindividual en la dosis necesaria para cada paciente, de tal manera que
su prescripcién lleva asociada el riesgo de una incorrecta dosificacion del farmaco, con
el correspondiente peligro de desarrollar eventos tromboembdlicos (infra-dosificacion)
o hemorragicos (sobre-dosificacién) (Ufer M. 2005). Por tanto, en los ultimos afios se
ha trabajado en la monitorizacién estrecha de la terapia anticoagulante oral (TAO) para
evitar los citados efectos secundarios consiguiendo un ajuste de dosis adecuado
(James A.H. 1992). En este sentido, desde la consecucién de un método estandarizado

de medicién con la introduccidon del “International Normalized Ratio” (INR) la
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monitorizacion del tratamiento se hizo universal, proporcionando un método

uniforme y objetivo para el control de la TAO (Pengo V. 2006) .

La dosis estable de los dicumarinicos estd influenciada por diferentes factores como la
raza, la ingesta de vitamina K en la dieta o las comorbilidades, como son, el dafio
hepatico, los procesos agudos, o la interaccién con otros farmacos. Se estima que los
factores no genéticos tales como la edad, el género, la superficie corporal (SC) y las
interacciones con otros medicamentos contribuyen alrededor en un 30% de la
variabilidad en la dosis de estos farmacos (Gage B.F. 2008). Sin embargo las
investigaciones en esta area llevadas a cabo en los ultimos afios han mejorado la
seguridad y la efectividad de estos farmacos (Cooper G.M. 2008). Asi, estudios de
farmacogenética han identificando nuevas variantes genéticas que influyen en la
farmacocinética y/o farmacodinamica de los dicumarinicos. De esta forma,
determinados perfiles genéticos influyen en los requerimientos de dosis, haciendo
realidad la posibilidad de una medicina personalizada para la TAO. Actualmente se han
realizado dos ensayos clinicos con Warfarina: Clarification of Optimal Anticoagulation
Through Genetics (French B. 2010) y Genetic Informatic Trial of Warfarin Therapy (Do
E.J. 2011) que buscan asegurar la eficacia y la seguridad del uso de algoritmos
terapéuticos para el calculo de una dosis personalizada. Asi mismo, con
acenocoumarol se realizé el ensayo del grupo europeo “European pharmacogenetics
of anticoagulant therapy” ( EU-PACT) (van Schie R.M. 2009). Los resultados de estos
ensayos han sido publicados muy recientemente (Pirmohamed M. 2013; Verhoef T.1.

2013).

1. El ciclo de la vitamina K

En 1929, el cientifico danés C.P. Henrik Dam investigd el papel del colesterol en la
alimentacion de pollos elimindandolo de su dieta. Después de varias semanas, los
animales comenzaron a sangrar. La hemorragia no se pudo evitar mediante la adicién
de colesterol purificado a la dieta. Parecia que, junto con el colesterol, un segundo
compuesto habia sido eliminado de los alimentos, y a este compuesto se le llamé

“vitamina de coagulacion”. Esta nueva vitamina, "Koagulation vitamin", fue

JUAN JOSE CEREZO MANCHADO 11



posteriormente bautizada con la letra K. Junto con Dam, Edward Adelbert Doisy hizo
gran parte de la investigaciéon que condujo al descubrimiento de la estructura y la
naturaleza quimica de la vitamina K, lo que les llevé a compartir el Premio Nobel de
Medicina en 1943. Pasarian cuarenta afos hasta que J.T. Matschiner postulara el ciclo
de interconversidn entre vitamina K y vitamina K epéxido que podia ser inhibido por la
Warfarina (Furie B. 1988). Es por ello que los dicumarinicos son conocidos también

como farmacos anti-vitamina K é antagonistas de vitamina K.

La vitamina K es un micronutriente esencial que participa en la modificacién post-
transcripcional de proteinas implicadas en la coagulacidn, en el metabolismo del calcio
y en otros procesos fisiolégicos. Cuando la vitamina K se reduce a hidroquinona,
funciona de cofactor en la trasformacién de residuos de acido glutamico (Glu) en acido
y-carboxiglutamico (Gla), durante el proceso de biosintesis de estas proteinas,
llamadas dependientes de vitamina-K 6 proteinas Gla. (Buitenhuis H.C. 1990)

(Figura 1).

Figura 1. Mecanismo de accion de AVK y papel de CYP2C9, VKORC1 y GGCX en la modulacion de la
anticoagulaciéon. *CYP2C9, cytocromo P450, familia 2, subfamilia C, polipeptido 9;*VKORC1, complejo

vitamina K epoéxido reductasa, subunidad 1; GGCX, y-glutamil-carboxilasa.

Residuos de Acido glutdmico Vitamina KH,

Gamma-glutamil
carboxylasa
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Los residuos Gla estan implicados en la unién de calcio y son esenciales para la
actividad bioldgica de las proteinas dependientes de vitamina K, ya que permiten la
union a fosfolipidos de membrana, donde estas proteinas ejercen su funcion. Hasta el
momento conocemos 14 proteinas humanas con dominios Gla que juegan un papel
clave en la regulacion de tres procesos fisioldgicos: coagulacién (factor Il, factor VII,
factor IX, factor X, proteina C, proteina S y proteina Z); metabolismo &seo
(osteocalcina, también llamada proteina-Gla dsea y proteina Gla de la matriz, MGP) y
biologia vascular (Growth arrest-specific 6 6 GAS6) (Cranenburg E.C. 2007; Laurance S.
2012). En ausencia de residuos Gla e incluso cuando la y-carboxilacion es ineficiente en
alguno de los 10 6 12 residuos posibles, la coagulacién estarda disminuida. Asi, el
objetivo final de los AVK es disminuir la cantidad de vitamina K reducida, de manera
que se evita la completa y-carboxilacién de los factores dependientes de vitamina K.
Esta es la razén por la que se utiliza vitamina K como antidoto ante la toxicidad de los

farmacos AVK.

Para entender las rutas metabdlicas implicadas en el ciclo de la vitamina K es crucial
conocer dos complejos enzimaticos involucrados: (1) y-glutamil-carboxilasa (GGCX),
ultimo responsable de la modificacion de los residuos de acido glutdmico a residuos
Glay (2) y vitamina K-epdxido reductasa (VKORC1), que cataliza el reciclaje de vitamina
K-epdxido en vitamina K y que es inhibido de forma no competitiva por los AVK, de
forma que es la diana terapéutica de estos farmacos (Rost S. 2004) (Figura 1).

GGCX es una proteina integral de membrana localizada en el reticulo endoplasmatico
rugoso. Su funcién fue descrita primeramente por Wu et al en 1991 tras clonar el gen
GGCX. Cuatro afios mas tarde Kuo et al mapearon este gen en el cromosoma 2p12. (Li
T. 2004; Oldenburg J. 2008). El proceso de carboxilacion empieza con la sustraccion de
un hidrégeno de un acido glutdmico de la proteina en cuestion. El carbanién resultante
reacciona con CO,, formando asi acido glutamico y-carboxilado (dcido Gla). En esta
reaccion, la vitamina K hidroquinona sirve como un donador de electrones y se oxida a
vitamina K 2,3-epdxido. Durante este proceso, el pro-péptido se mantiene unido al
centro activo de la enzima, mientras el dominio Gla sufre una translocacion. A
continuacion, el siguiente residuo de acido glutamico se posiciona para ser modificado

y asi sucesivamente, hasta que todos los dominios Gla del propéptido estan
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modificados. En ese momento, la afinidad por el centro activo de GGCX se reduce,

liberando la proteina modificada y funcional (Stafford D.W. 2005).

El gen que codifica VKORC1 fue identificado independiente y simultdneamente por dos
laboratorios en 2004, que publicaron sus hallazgos en el mismo numero de la revista

Nature (Li T. 2004; Rost S. 2004).

A partir de ese momento han sido numerosas las investigaciones realizadas sobre el
papel de las variaciones genéticas de VKORC1 en la respuesta anticoagulante oral
(Brekenridge A.M. 1978; Palareti G. 1996). VKORC1 es un complejo enzimatico
localizado también en el reticulo endopldsmico rugoso de hepatocitos. Es responsable
de la sintesis de vitamina K hidroquinona, la cual es usada como donador de
electrones para la y-carboxilacidon de las proteinas dependientes de vitamina K por
GGCX. Durante este proceso, la vitamina K hidroquinona es oxidada a vitamina K
epoxido, la cual se pensd por mucho tiempo que era un producto de degradacién de la
vitamina K. Este ciclo permite proveer al hepatocito de suficiente vitamina K reducida
para llevar a cabo la y-carboxilacién de las proteinas dependientes de vitamina K
(Garcia A.A. 2008). Los dicumarinicos tienen la capacidad de bloquear el centro
catalitico de VKORC1 de forma no competitiva, de forma que se atenua la actividad
enzimatica de esta proteina y, en consecuencia, disminuye el grado de y-carboxilacion

de las proteinas dependientes de vitamina K.

Ill. Antagonistas de vitamina K.
Como se ha mencionado previamente, la Warfarina (Figura 2) es un farmaco usado
especialmente en USA y Canadd, mientras que Acenocumarol y Femprocumona son

usados en muchos paises europeos incluidos Holanda, Alemania y Espana.

0 0 o__0O
OH OH CHs ‘ P Ve
QL0 QLU "
(@) @) 0 0 NO» ‘

Figura 2. Warfarina Figura3. Acenocumarol Figura 4. Femprocumona
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Como se observa en las Figuras 2, 3 y 4 estos tres farmacos son 4-hidroxicumarinas.
Estdn compuestas de un anillo aromatico unido a un anillo lacténico y se
comercializaron primeramente como raticidas: estos roedores lo metabolizan a 3,4-
cumarin-epoxido, un componente toxico que causa hemorragias internas y muerte
(Watt B.E. 2005). En esta Tesis Doctoral hemos trabajado con pacientes anticoagulados

con Acenocumarol, por lo que solamente haremos mencién a esta dicumarina.

I1l.1. La importancia de la farmacogenética en la terapia con Acenocumarol.

La genética juega un papel crucial en la respuesta de cada individuo a un farmaco.
Actualmente existen evidencias cientificas que sugieren que la prescripcién de ciertos
medicamentos teniendo en cuenta el perfil genético de cada paciente puede ayudar
tanto en la seguridad como en la eficacia de los tratamientos. Tanto es asi que, por
ejemplo, la Administracion de Alimentos y Medicamentos americana ya refleja la
importancia de los determinantes genéticos en el etiquetado de un nimero creciente
de medicamentos aprobados en ese pais (Frueh F.W. 2008). En concreto, este
organismo ha revisado recientemente las indicaciones de prescripcién de Warfarina al
incluir informacidn sobre el efecto de determinados genes en su dosificacion. Ademas,
destaca la oportunidad de utilizar pruebas genéticas para mejorar la estimacién inicial
de la dosis de Warfarina para los pacientes de forma individualizada. En la revisidn de
2010, se proporciona una tabla con los rangos de dosis por genotipo, con la intencién
de disminuir el riesgo de complicaciones hemorragicas y/o trombadticas.
(http://packageinserts.bms.com/pi/pi_coumadin.pdf). En el caso del Acenocumarol no
hay todavia una recomendacién de realizacion de pruebas genéticas previas a su
prescripcién por los organismos europeos correspondientes, a pesar de que también
hay evidencia cientifica de la importancia de la farmacogenética en términos de
eficacia y disminucién de efectos adversos de este farmaco. De forma muy similar a lo
gue ocurre con Warfarina, la respuesta a Acenocumarol se ve afectada principalmente
por los niveles de enzimas clave: CYP2C9, implicada en el metabolismo de los AVK y
VKORC1, diana terapéutica de los dicumarinicos. El siguiente gen en importancia es

CYP4F2, que influye aunque en menor medida en los requerimientos de dosis de los
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AVK por un mecanismo no bien caracterizado hasta la fecha. La Tabla 1 resume los

principales polimorfismos que afectan a la dosis de mantenimiento del Acenocumarol

y que han sido usados en algoritmos de dosificacion hasta la fecha.

I11.2.Biodisponibilidad del Acenocumarol.

Al igual que la Warfarina, el efecto anticoagulante del Acenocumarol es influenciado

por muchas interacciones farmaco-alimento y farmaco-farmaco, y se caracteriza por

una variabilidad inter e intra-individual de hasta 10 veces. Del mismo modo, el papel

del perfil genético de cada paciente en esta variabilidad se ha puesto de relieve en

varias revisiones.

Tabla 1. Principales polimorfismos genéticos relacionados con la farmacogenética de Acenocumarol.

Frecuencia (%)* Impacto en la
dosis (%)
Variante rs Dosis C Af As Acenocumarol
*1 Nativo Media 81 94 98
G * rs1799853 | Intermedia 13 3 0 >
*3 rs1057910 Baja 7 2 2
GG Nativo Alta 37 14 89
VKORC1 -
GA Intermedia 5 37 1
IR rs9923231 , 30
AA Baja 58 49 10
CYP4F2 A% Nativo Intermedia 70 93 70 2
Vala3sMet I~ v 12108622 Alta 30 7 30
cC Nativo - 92 75 87
APOE4 1
8016 C>T CT/TT rs7412 - 8 25 13
GGCX CcC Nativo - 86 95 100
12970C>G | (G/GG | rs11676382 - 14 5 - 0

e  C: Caucasianos; Af: Africanos; As: Asiaticos

El Acenocumarol, al igual que la Warfarina, se administra como una mezcla racémica

de dos enantidmeros, R- y S-Acenocumarol. El S-Acenocumarol es metabolizado por

CYP2C9, mientras que CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 y CYP2C19 son
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responsables del metabolismo del R-Acenocumarol. Una diferencia importante entre la
farmacocinética de Warfarina y Acenocumarol es que S- y R-Warfarina tienen una vida
media de aproximadamente 32 y 43 horas, mientras que S- y R-Acenocumarol de 2y 8
horas, respectivamente. Es por ello que el efecto anticoagulante recae principalmente

sobre R-Acenocumarol.

lll.3.Interacciones farmacoldgicas, medioambientales y de alimentacion.

Como cabria esperar, los medicamentos cuyo metabolismo se realiza via CYP2C9
provocan usualmente alteraciones en las necesidades de dosis de Acenocumarol. Dado
que CYP2C9 es una enzima polimdrfica, la variabilidad genética juega un papel
importante en la interaccion potencial entre fdrmacos adicionales y las dicumarinas.
Por ejemplo, esta enzima juega un papel clave en el metabolismo de los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). En pacientes anticoagulados Beinema et al
describieron un mayor riesgo de tener INR>4.9 en portadores del alelo CYP2C9*3
cuando se utilizaron AINEs de forma concomitante (diclofenaco, naproxeno e

ibuprofeno) (Beinema M. 2008).

También se han descrito otras interacciones farmacolégicas con Acenocumarol:
amiodarona aumenta el efecto anticoagulante en todos los pacientes que recibieron
ambos farmacos (Caraco Y. 2008); la terapia concomitante con fenitoina, co-
trimoxazol, las estatinas, ritonavir, miconazol o estrégenos requieren vigilancia del INR
de manera mas frecuente en los pacientes que toman estos medicamentos (Llibre J.M.

2002; Mondillo S. 2005; Schalekamp T. 2007; Jose L. 2008).

De una manera similar a la Warfarina, la dosis de Acenocumarol también estd
influenciada por factores ambientales tales como la edad, la dieta, ciertas
comorbilidades, y la adhesion del paciente al tratamiento. Se ha objetivado que la
dosis de Acenocumarol va disminuyendo cada década de vida, en una estimacion del

11%/década (Cesar J.M. 2004).
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lll.4.Farmacogenética y Acenocumarol.
111.4.1. Polimorfismos de VKORC1 y requerimiento de dosis.

Cronoldgicamente, la segunda enzima que se relaciond con la farmacogenética de
dicumarinas fue VKORC1. La observacién de que pacientes con el mismo genotipo
CYP2C9 tenian dosis medias con una gran dispersion quedd parcialmente dilucidada
con el descubrimiento del gen VKORC1. La mayor parte de los trabajos que relacionan
VKORC1 y farmacogenética de dicumarinas han sido realizados en pacientes tratados
con Warfarina. Como demostracién, indicar que la busqueda en PubMed en el
momento de realizacion de esta Tesis con las claves
VKORC1/polymorphisms/Warfarina registra 287 publicaciones, frente a las 46 entradas

con el término Acenocoumarol.

Sin embargo, todos estos trabajos han puesto de manifiesto que VKORC1 tiene el
mismo impacto en ambos anticoagulantes, por lo que la informacidén que se presenta a
continuacion puede considerarse indistintamente aun cuando se refiera expresamente

a Warfarina.

VKORC1 mapea en el brazo corto del cromosoma 16, conteniendo 3 exones que
codifican para una proteina integral de membrana de 18 KDa. Estudios en ratas
silvestres, que eran resistentes a los dicumarinicos han proporcionado importantes

pistas sobre la ubicacidn de este componente del complejo VKORC1 (Khon M.H. 2000).

En 2005 Rieder et al re-secuenciaron el gen VKORC1 en casi 200 pacientes en
tratamiento con Warfarina de Europea y América, e identificaron 9 haplotipos
asociados con diferentes requerimientos de dosis de Warfarina (Rieder M.J. 2005).
Diez polimorfismos no codificantes caracterizan a estos haplotipos, que pueden
considerarse en dos grupos de acuerdo a su frecuencia en la poblaciéon europea:
Haplotipo A (agrupa los haplotipos H1 y H2; frecuencia=0.37) y haplotipo B (agrupa los
haplotipos H7, H8 y H9; frecuencia=0.85). En los resultados de este estudio también se
mostro que la distribucion de los haplotipos principales difiere entre las razas. Asiatico-

americanos tienen una mayor proporcion de haplotipos del grupo A y los
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afroamericanos del grupo B. EIl mecanismo molecular que explicaria los diferentes
requerimientos asociados a las variantes genéticas consiste en una regulacién
transcripcional, ya que la tasa de trascripcién de la proteina es dependiente del

haplotipo (Rieder M.J. 2005).

Estudios posteriores pusieron de manifiesto que el polimorfismo -1639G>A
(rs9923231), un cambio en la regién promotora, o el polimorfismo en el intréon 1
1173C>T (rs9934438) (ambos en fuerte desequilibrio de ligamiento, LD r2 = 0,946) son
suficientes para predecir el efecto que el haplotipo de VKORCI1 tiene en la variabilidad
interindividual de dicumarinas. El alelo -1639A se asocid con niveles mas bajos de
ARNm de VKORC1 en higado humano y, por lo tanto, con una dosis de mantenimiento

de Warfarina reducida (Wang D. 2009).

Otros autores han demostrado una variabilidad dependiente de la raza en la dosis de
mantenimiento de Warfarina en relacidon con el genotipo VKORC1. De este modo
Takahashi et al mostraron diferentes contribuciones de los polimorfismos de VKORC1
y CYP2C9 a las diferencias intra- e inter-poblacional en la dosis de mantenimiento de

Warfarina en japoneses, caucasicos y afroamericanos (Lee S.C. 2006).

Por ultimo, varias mutaciones en VKORC1 (R58G, V29L, V54A o L128R) también se han
descrito en contados pacientes como la causa de la resistencia farmacodindmica a la
Warfarina (Harrington D.J. 2008). La mutacidon D36Y es comun en la etnia judia de
origen etiope (15%) y askenazi (4%) y se considera como un marcador de resistencia a

Warfarina en pacientes de estos grupos étnicos (D"Ambrosio R.L. 2007).

En global, el genotipo de VKORC1 explica hasta el 30% en la variabilidad de dosis de
Acenocumarol (Bodin L. 2005).

111.4.2.Polimorfismos de CYP2C9 y requerimiento de dosis.

El gen CYP2C9 humano se localiza en el cromosoma 10 (10g24.2), tiene
aproximadamente unas 55Kb, contiene 9 exones y codifica para una proteina
microsomal de 60 kDa. Se trata de un gen polimérfico y sus distintas variaciones

pueden contribuir a la variabilidad interindividual en la respuesta a los AVK. El
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descubrimiento de diferentes polimorfismos se llevd a cabo en una variedad de
poblaciones étnicas y hoy en dia, hasta treinta alelos de CYP2C9 han sido descritos

(http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp2c9.htm).

Entre los factores genéticos, los polimorfismos de CYP2C9 fueron los primeros
relacionados con la farmacogenética de dicumarinicos, en concreto con Warfarina, y su
impacto clinico ha sido ampliamente estudiado. Como en el caso del VKORC1, la
busqueda en PubMed con las claves CYP2C9/polymorphisms/Warfarina indica 423
publicaciones frente a las 68 encontradas para Acenocumarol. En este caso, y como se
indica mas adelante, existen diferencias sutiles en el peso de las variantes genéticas de
CYP2C9 y los requerimientos de dosis de Warfarina o Acenocumarol. En relacién con la
farmacogenética de ambos, tres polimorfismos de nucleétido uUnico (SNP) han sido
bien caracterizados: CYP2C9*1, referido a la secuencia de referencia; CYP2C9*2
(rs1799853), sustitucion Argl44Cys (CGT>TGT) en el exdn 3, y (ATT>CTT) cambio en el
exon 7 que codifica para la variante lle359Leu (CYP2C9*3)(rs1057910).

Como ya se ha comentado, el aclaramiento del S-Acenocumarol es mas rapido que el
del R-Acenocumarol lo que explica por qué el efecto farmacolédgico es debido casi
exclusivamente a este ultimo (Thijssen H. H. 1985). Thijssen et al mostraron que la
hidroxilacidon del S-Acenocumarol estd mediada exclusivamente por CYP2C9 mientras
que la hidroxilacién del R-Acenocumarol es catalizada por CYP2C9 (40%-50%), CYP1A2
(20%-30%) y CYP2C19 (10%-20%) (Thijssen H. H. 2000). Aqui radica la mayor
diferencia entre Warfarina y Acenocumarol, ya que el enantiomero S-Warfarina se
metaboliza hasta en el 85% por CYP2C9. Teniendo en cuenta este dato, podemos
anticipar que la interaccién de sustratos o inhibidores de CYP2C9 sera diferente en
Warfarina y Acenocumarol y las variantes genéticas de CYP2C9 ejercerdn un efecto
diferente en la terapia de anticoagulante segun el dicumarinico que se emplee. Los
datos publicados en este sentido indican que la dosis de Warfarina disminuye con el
numero de alelos variantes de CYP2C9. Sin embargo, en el caso del Acenocumarol es el
alelo CYP2C9*3 el que tiene el mayor impacto mientras que el efecto del alelo
CYP2C9*2 es menos evidente, tanto en el aclaramiento de Acenocumarol, como en el

requerimiento de dosis (Cadamuro J. 2010).
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En las poblaciones caucasicas, se ha encontrado que las frecuencias alélicas son 81%
(CYP2C9*1), 12% (CYP2C9*2), y 8% (CYP2C9*3) (Takanashi K. 2000). La variante
CYP2C9*2 no esta presente en los asidticos y sélo 2-4% de los afroamericanos son
portadores de este alelo. La variante CYP2C9*3 estd presente en el 1-4% de la
poblacion china, coreano y japonesa, y en el 1-2% de los afroamericanos (Rettie A.E.
1994). Ambas variantes, CYP2C9*2 y CYP2C9*3, dan como resultado la reduccion de la
actividad enzimatica en aproximadamente un 30% y 80%, respectivamente (Haining
R.L. 1996). La disminucion en la actividad catalitica del alelo CYP2C9*2 se puede
atribuir a su deterioro de la capacidad para interactuar con la reductasa de NADPH-
CYP450 en la cascada del metabolismo oxidativo mientras que el alelo CYP2C9*3
muestra una afinidad alterada por el sustrato (Sullivan-Klose T.H. 1996). Otros
polimorfismos identificados en poblacién japonesa (CYP2C9*4; Arg144/Thr359) o en
poblacion afroamericana (CYP2C9*5; Asp360Glu), son muy poco frecuentes en
poblacién caucasica e, in vitro, presentan deterioro notable de la actividad enzimatica
en comparaciéon con variante ancestral (CYP2C9*1), debido a alteraciones de la
afinidad por el sustrato similares a la del alelo CYP2C9*3. Un polimorfismo adicional,
CYP2C9*6, consistente en una delecién del nucledtido 818 tiene como resultado un
coddn de parada prematuro y una proteina truncada e inactiva. Los alelos CYP2C9*4,
CYP2C9*5 y CYP2C9*6 se han identificado en aproximadamente el 1% de los individuos
de raza negra (Ansell J. 2008).

En una consideracion global, alrededor del 10% de la variabilidad en la dosis de

Acenocumarol se explica por el CYP2C9 (Bodin L. 2005; Cadamuro J. 2010).

111.4.3.Polimorfismos de CYP4F2 y requerimiento de dosis.

CYP4F2 ha sido el udltimo gen en incorporarse a la lista de responsables de la
variabilidad interindividual del tratamiento con dicumarinas. Al igual que en genes
anteriores, la mayor parte de la informacion bibliografica se corresponde con
Warfarina, aunque en global es mucho mas escasa. Su importancia fue descrita en
2008 por Caldwell et al, quienes abordaron la busqueda de nuevas variantes genéticas

comunes relacionadas con la dosis de Warfarina mediante el empleo de un chip
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comercial de genotipado de genes implicados en metabolismo de drogas (Caldwell
M.D. 2008). Como resultado, el polimorfismo V433M (rs2108622) se asocid
significativamente con una diferencia promedio de alrededor de 1mg/dia de Warfarina
entre las tres variantes en pacientes anticoagulados estables. Al afio siguiente se
describié su papel también en Acenocumarol (Perez-Andreu V. 2010). De manera
parecida a lo descrito para las variantes de CYP2C9, el papel de CYP4F2 en la
farmacogenética de dicumarinas difiere ligeramente entre Warfarina y Acenocumarol.
Asi, mientras que la diferencia de dosis de Warfarina es escalonada entre los tres
genotipos, el alelo T sélo en homocigosis (M433M) parece aumentar
significativamente la dosis de Acenocumarol en pacientes portadores de este genotipo

(Caldwell M.D. 2008; Perez-Andreu V. 2010).

El papel funcional de CYP4F2 en la via de la vitamina K no estd totalmente aclarado. Es
sabido que CYP4F2 hidroxila la cadena fitilo-tocoferol lateral como primer paso en la
via de la inactivacién de la vitamina E y dada la similitud de la vitamina E y la cadena
lateral de la vitamina K, en un primer momento se propuso que CYP4F2 hidroxile la
cadena lateral de la vitamina K (Caldwell M.D. 2008). Posteriormente, Mc Donald et a/
describieron una reduccion de la oxidacion de la vitamina K1 y una reduccién de la
concentracion de proteina en los portadores del alelo 433M, hallazgos que
correlacionaban con una mayor dosis de Warfarina para lograr un INR estable en
portadores de este alelo. Estos datos indican que CYP4F2 es una oxidasa de la vitamina
K y que los portadores del alelo 433M CYP4F2 tienen una capacidad reducida para
metabolizar VK1 (McDonald M.G. 2009).

Globalmente, este polimorfismo de CYP4F2 contribuye entre 2-5% de la variabilidad en

la dosis de Acenocumarol.

111.4.4. Otros genes y requerimiento de dosis.

Una proporcién significativa de la variabilidad interindividual en la respuesta a
dicumarinas sigue siendo desconocida, por lo que no es descartable que otros genes

también desempefien un papel en sus farmacogenéticas. Entre estos genes, revisaré
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brevemente los relacionados con los factores de la coagulacion dependientes de

vitamina K o enzimas que participan directamente en el sistema de y-carboxilacion.

Los datos bibliograficos acerca de polimorfismos del gen y-glutamil carboxilasa (GGCX)
y su relacion con la farmacogenética de dicumarinas son escasos y contradictorios. De
todos los polimorfismos conocidos de GGCX, el Unico con un efecto funcional
demostrado hasta la fecha es rs699664 (R325Q). Este cambio da lugar a una deficiencia
de y-carboxilacion in vitro (Kinoshita H. 2007). Gonzélez-Conejero et al investigaron las
consecuencias farmacogenéticas de este polimorfismo. Los resultados concluyeron
gue este polimorfismo no proporciona diferencias significativas en los requerimientos

de dosis de Acenocumarol (Gonzalez-Conejero R. 2008).

Calumenina (CALU) es un interesante candidato ya que desempeiia un papel esencial
en el ciclo de la vitamina K. Se trata de una proteina chaperona de Ca’" anteriormente
descrita como un inhibidor de y-carboxilacién (Wajh N. 2004). Gonzalez-Conejero et al
sugirieron que el cambio 29809A>G en el extremo 3'UTR de CALU (rs699664) estaba
involucrado en el tratamiento con Acenocumarol (Gonzalez- Conejero R. 2007). El
hallazgo mas relevante de este estudio es que los pacientes portadores de genotipos
combinados CALU&VKORC1 presentaban INRs mas altos al tercer dia de tratamiento y
requerian una menor dosis estable. Sin embargo, hasta la fecha ningin polimorfismo
de CALU se ha asociado de forma inequivoca a los requerimientos de dosis de
dicumarinas, porque aunque varios estudios se han publicado en este sentido, han sido

descartados por otros (Vecsler M. 2006).

Otros polimorfismos que afectan a los factores de coagulacién se han asociado a la
farmacogenética de la Warfarina, sin que haya datos similares en el caso del
Acenocumarol. D'Ambrosio et al describieron que polimorfismos del Factor 2 (T165M;
20210G> A) y del Factor 7 (-402g> A;-401G> T) afectaban a la dosis de Warfarina

necesaria para alcanzar un estado de anticoagulacién estable (D’Ambrosio R.L. 2004).

Estos autores hipotetizaron que la sustitucion de un aminoacido polar pequefio,
treonina, con uno no polar, metionina, puede inducir cambios conformacionales en la
estructura tridimensional del Factor 2 interfiriendo con la afinidad por GGCX. Por su

parte, el alelo -402A, responsable de mayores niveles de Factor 7 en la poblacién
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general, se ha relacionado también con aumento de las necesidades de dosis de
Warfarina [73]. Sin embargo, estos hallazgos no se han confirmado por otros grupos

(Herman D. 2006).

Finalmente, el gen APOE, apolipoproteina E, que regula la absorcién de lipoproteinas
por los hepatocitos, parece ser relevante para el tratamiento anticoagulante con
Acenocumarol debido a que la vitamina K es transportada unida a lipoproteinas
incluyendo la APOE (Shearer M.J. 2008). Sélo un estudio hasta la fecha ha descrito una
asociacion entre el alelo €4 y las dosis requeridas de Acenocumarol (Visser L.E. 2005)

sin que otros autores hayan confirmado este resultado (Cadamuro J. 2010).

11.4.5.Estudios de asociacion del genoma (GWAS) en la farmacogenética del

Acenocumarol.

Los GWAS permiten una busqueda sistematica en practicamente todo el genoma de
los factores genéticos que causan un rasgo hereditario. Este enfoque se puede utilizar
en grandes muestras para identificar variantes genéticas que confieren efectos
moderados en rasgos complejos cuantitativos, definidos por fenotipos homogéneos,
tales como el INR y la dosis de dicumarinas. Uno de los GWAS mas relevantes
publicados (Takeuchi F. 2009) confirmé a VKORC1 y CYP2C9 como principales
determinantes genéticos de la dosis de Warfarina en una amplia muestra de 1053
sujetos suecos. Después de un ajuste por regresion multiple (teniendo en cuenta
ademas la edad y el género), CYP4F2 fue identificado como un factor genético

adicional que influye en los requerimientos de dosis de Warfarina.

En el caso del Acenocumarol, el Unico estudio de GWAS publicado hasta la fecha
(Teichert M. 2009) mostro los mismos resultados que en el caso de Warfarina. De este
tipo de aproximacién podemos concluir que sélo tres genes (VKORC1, CYP2C9 y
CYP4F2) influyen en la dosis de dicumarinas con el grado de exigencia estadistica
propio de estudios de este tipo. A la luz de estos resultados, la identificacién de otros
genes relevantes aunque no totalmente descartada, requeriria la utilizacién de otras

aproximaciones.
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111.4.6. Desarrollo de algoritmos de prediccion de dosis de Acenocumarol.

La aleatoriedad en la prescripciéon de dosis de dicumarinas que conlleva un riesgo
inherente en las primeras fases del tratamiento ha propiciado que en los ultimos
cuatro afios se esté trabajando intensamente en la elaboracién de algoritmos
matematicos de prediccion de dosis de estos farmacos. Este objetivo ha unido a
investigadores de distintos paises que con la creacién de asociaciones o consorcios han
desarrollado proyectos de envergadura con el objetivo de proporcionar una
anticoagulacidon oral segura, rapida, uniforme y personalizada. Asi, desde que el
estudio realizado por International Warfarin Pharmacogenetics Consortium salié a la
luz en el afio 2009 (Klein T.E. 2009), varios algoritmos de prediccion de dosis han sido
publicados para las diversas dicumarinas. Este algoritmo pionero fue elaborado con
datos clinicos y genéticos de 4043 pacientes y posteriormente validado en 1009
pacientes adicionales. La capacidad de prediccidon de dosis estable fue del 43%, con
una desviacion de la dosis predicha de +20% sobre la dosis terapéutica final, siendo
VKORC1 el factor predictor mas potente de este modelo. Posteriormente, se han
llevado a cabo otros estudios con diversas aproximaciones, como son el cdlculo de la
dosis de carga 6 de la de mantenimiento y en diferentes patologias (fibrilacidn

auricular 6 trombosis venosa) (Gong I.Y. 2011; Anderson J.L. and 2012).

En el caso del Acenocumarol, diversos paises europeos se organizaron en The
European Pharmacogenetics of Anticoagulant Therapy Group (EU-PACT) para liderar
esta iniciativa. El estudio EU-PACT consiste en tres ensayos de dos ramas, simple ciego,
controlados y aleatorizados, en los que la dosis guiada por genotipo se compara con la
administracion no guiada, con una duracion de seguimiento de 3 meses para cada
paciente. El algoritmo de dosificacién guiada por genotipos incluye ademas los datos
clinicos y demograficos vy, en la fase de seguimiento, el INR inmediatamente anterior.
Los grupos control se dosifican de acuerdo con un algoritmo de dosificacién no guiada
por genotipos, que utiliza también el resto de los datos del algoritmo de dosificacion
guiada por genotipos (van Schie R.M. 2009). Los algoritmos de este estudio fueron
desarrollados con un total de 624 pacientes que utilizaron Femprocumona y 471

pacientes con Acenocumarol (van Schie R.M. 2011). En el algoritmo de dosificacion
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guiada por genotipos se llegd a una capacidad de prediccion del 47%, mientras que en
de dosificacién no guiada por genotipos, del 17%. Ambos algoritmos fueron validados
en cohortes independientes, 229 pacientes anticoagulados con Femprocumona y 168

con Acenocumarol (Schalekamp T. 2007).

Otros algoritmos para Acenocumarol se han desarrollado posteriormente. El primero
de ellos fue publicado en 2010 por Verde Z. et al (Verde Z. 2010), disefiado a partir de
datos de 193 pacientes con anticoagulacién estable. En 2012, Borobia et al (Borobia
A.M. 2012) compararon un algoritmo farmacogenético con otro clinico en 147
pacientes, siendo muy superior el primero (con una capacidad de prediccion del 61%
vs 22%, respectivamente). En este estudio se incluyen por vez primera las variantes
genéticas de CYP4F2 (rs2108622) y APOE, anadiendo un 3.6 % y un 1.3 % en el modelo

de regresion, respectivamente.

111.4.7 Otras consecuencias relevantes de la terapia anticoagulante oral predichas por

la farmacogenética.

La contribucidn relativa de los genotipos de VKORC1 y CYP2C9 durante el inicio de la
terapia con Acenocumarol a otras consecuencias importantes derivadas del
tratamiento para el control clinico de los pacientes, fue documentada primeramente
en un estudio realizado en el ano 2009 por el grupo de Rotterdam (Teichert M. 2009).
En este estudio, se describe cdmo el riesgo de tener un INR alto con las primeras dosis
prescritas aumentdé con el tipo y el nimero de alelos variantes de VKORC1 y CYP2C9.
Ademas, el riesgo de INR>6 tras la dosis inicial estandar aumentd significativamente

con el numero de alelos T de VKORC1.

La relacion entre sobredosificacion al inicio de la terapia y genotipos de VKORC1 vy
CYP2C9 ha sido abordada en varios estudios, aunque los datos resultantes son
contradictorios ya que la interaccidn descrita entre ambos genes por algunos autores
no es confirmada por otros (Ufer M. 2005; Meckley L.M. 2008; Spreafico M. 2008;
Teichert M. 2009). Sobre la influencia del polimorfismo de CYP4F2 en la

sobredosificacion no hay datos hasta la fecha, por lo que ha sido objeto de estudio de
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esta Tesis Doctoral, como se puede ver en la publicacién en Pharmacogenomics que se

adjunta en la seccién de trabajos resultantes de la presente Tesis.
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IV. Presentacion de los trabajos y unidad cientifica de la tesis

Como se ha podido constatar en la introduccién general, el proyecto de la presente
Tesis se ha basado en la observacién del interés de la creacién de un algoritmo de
predicciéon de dosis para el tratamiento anticoagulante oral con Acenocumarol y su
posterior comparacién con el método de dosificacion tradicional. La innovacidn en este
sentido es doble, ya que por una parte era conveniente validar un algoritmo en una
poblacion mayor a las actualmente descritas (van Schie R.M. 2011) y por otra que se
ajustara a las necesidades poblacionales de nuestro entorno. Las variables tanto
demograficas como genéticas que se manejan a la hora de elaborar estos algoritmos
son especificas de la poblacion en las que el algoritmo se ha desarrollado, por lo que
cada algoritmo de prediccién de dosis se ajustara especificamente a la poblacién en la

gue ha sido disefiado.

Con este planteamiento, elaboramos el proyecto de Tesis Doctoral fundamentado en
tres objetivos basicos interrelacionados, que han dado lugar a tres publicaciones. Las
dos primeras (en la secuencia del proyecto pero no en la fecha de publicacién) aportan
los pilares sobre los que se fundamenta el objetivo final, la elaboracion de un
algoritmo clinico/genético de prediccién de dosis, que ha quedado recogido en una
tercera publicacidén (cronoldgicamente la primera en ser aceptada para publicacién).
Asi, el primer objetivo de este proyecto ha sido publicado en PloS One (JCI=3.730):
Novel associations of VKORC1 variants with higher acenocoumarol requirements
(Anton Al, Cerezo-Manchado JJ, Padilla J, Perez-Andreu V, Corral J, Vicente V, Roldan V
& Gonzalez-Conejero R; PLoS One 2013 May 17; 8(5):e64469). Como queda
recogido en este articulo, pretendimos caracterizar nuevas variantes genéticas que
pudieran aportar valor predictivo en el caso de pacientes con requerimientos de
Acenocumarol extremos, que son alrededor de un 5% de nuestra poblacion. El interés
radicaba en valorar si estas nuevas variantes debian o no ser incluidas en un futuro

algoritmo de prediccién de dosis.

Con el segundo objetivo, tratamos de evaluar el impacto de las principales variantes

genéticas implicadas en la farmacogenética del Acenocumarol en los parametros
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clinicos mas relevantes al inicio de la terapia. Este objetivo ha sido publicado en
Pharmacogenomics (JCI=3.857): Effect of VKORC1, CYP2C9 and CYP4F2 genetic variants
in early outcomes during acenocoumarol treatment (JJ Cerezo-Manchado, V Roldan, M
Rosafalco, Al Antéon, AB Arroyo, N Garcia-Barbera, AB Martinez, J Padilla, J Corral, V
Vicente & R Gonzalez-Conejero; Pharmacogenomics 2014, in press).

Finalmente, los objetivos previos se consolidan en el tercer objetivo, la creacién de un
algoritmo de prediccion de dosis de Acenocumarol teniendo en cuenta factores
clinicos y genéticos, publicado en Thrombosis and Haemostasis (JCI=6.094): Creating a
genotype-based dosing algorithm for acenocoumarol steady dose (Cerezo-Manchado
JJ, Rosafalco M, Antén Al, Pérez-Andreu V, Garcia-Barbera N, Martinez AB, Corral J,

Vicente V, Gonzalez-Conejero R, Roldan V; Thromb Haemost. 2013 Jan; 109(1):146-53).

Para la elaboracién de este algoritmo contamos con el asesoramiento de la empresa
Instrumentation Laboratory S.p.A. (IZASA), con quien hemos mantenido un contrato de

colaboracién durante tres afios.

En la dltima seccion de esta Tesis presentaremos la Ultima parte del trabajo en este
proyecto, que actualmente se encuentra en preparacién para publicacién. Una vez
elaborado el algoritmo pusimos en marcha un ensayo piloto para la validacion del
mismo en un grupo de pacientes que iniciaban el tratamiento con Acenocumarol. La
descripcién completa del mismo, asi como los resultados obtenidos se detallan en el

Anexo | de esta Tesis Doctoral.
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C. RESUMEN GLOBAL DE LA INVESTIGACION
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I. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

En base a lo expuesto en la Introduccidn, el objetivo principal de la presente Tesis
Doctoral es la identificacion de factores genéticos y/o adquiridos que tengan influencia
en la dosis estable de la terapia con Acenocumarol, asi como su importancia al inicio
de la misma, a la hora de calcular una dosis personalizada para cada paciente. Se
pretende asi disminuir el riesgo de sobre- ¢ infradosificacion inherente al sistema
tradicional de dosificacion por ensayo/error. Este objetivo fundamental se desgrana en
cuatro objetivos principales, tres de ellos forman el cuerpo de esta Tesis Doctoral y el

ultimo se incluye en el Anexo | de la misma al estar en proceso de publicacién:

1-Tratar de caracterizar nuevas variantes génicas en VKORC1, el principal determinante
de la dosis de Acenocumarol, que estuvieran relacionadas con requerimientos

extremos y que pudieran ser incluidas en un algoritmo de prediccidn de dosis.

2- Estudiar la influencia de los polimorfismos de VKORC1 (rs9923231) CYP2C9
(rs1799853 y rs1057910) y CYP4F2 (rs2108622) en el riesgo de sobredosificacion,
expresado como tiempo hasta el primer INR>4, y en tiempo hasta alcanzar la dosis
estable durante los 3 primeros meses de anticoagulacidn, con el fin de estudiar si estos
polimorfismos pudieran tener un papel en la mejora de la seguridad al inicio de la

terapia anticoagulante oral.

3- Creacién de un algoritmo de prediccién de dosis para la terapia anticoagulante con
Acenocumarol que combine variables clinicas y genéticas con el fin de que los
pacientes alcancen en menor tiempo la dosis estable y se reduzcan los riesgos de

sangrado y trombosis.
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4-Comparacion de la eficacia y seguridad de dos métodos de dosificacién de
Acenocumarol en pacientes con fibrilacion auricular: dosificacion habitual seguin el
criterio del facultativo vs dosificacién guiada por un algoritmo basado en el genotipo

de los pacientes.

Il. APORTACIONES DEL DOCTORANDO Y DATOS PERSONALES DE LOS AUTORES Y LAS
REVISTAS.

La contribucién del doctorando para cada objetivo de la presente Tesis Doctoral se

describe a continuacién:

ler OBJETIVO: Caracterizacidon de nuevas variantes génicas en VKORC1 relacionadas
con requerimientos de Acenocumarol extremos que pudieran ser incluidas en un

algoritmo de prediccién de dosis.
Este objetivo ha sido desarrollado en el siguiente articulo:

Anton Al, Cerezo-Manchado JJ, Padilla J, Perez-Andreu V, Corral J, Vicente V, Roldan V
& Gonzalez-Conejero R. Novel associations of VKORC1 variants with higher

acenocoumarol requirements. PLoS One 2013 May 17; 8(5):e64469 (JCI=3.730).

El doctorando ha participado recogiendo los datos clinicos necesarios para el estudio,
bien mediante la revision de historias clinicas (tanto en formato digital como en
soporte fisico) o mediante entrevistas telefénicas con los pacientes en caso de dudas o
informacién incompleta. Ademas, contribuyd a la interpretacion de los resultados

generados y a la discusidn intelectual, asi como a la escritura del articulo.

22 OBIJETIVO: Estudiar la influencia de los polimorfismos de VKORC1, CYP2C9 y CYP4F2
en el riesgo de sobredosificacion y en tiempo hasta alcanzar la dosis estable durante
los 3 primeros meses de anticoagulacion, con el fin de estudiar si estos polimorfismos
pudieran tener un papel en la mejora de la seguridad al inicio de la terapia oral

anticoagulante. Este objetivo ha sido recogido en el siguiente articulo:

JUAN JOSE CEREZO MANCHADO 32



Cerezo-Manchado JJ, Roldan V, Rosafalco M, Antén Al, Arroyo AB, Garcia-Barbera N,
Martinez AB, Padilla J, Corral J, Vicente V & Gonzalez-Conejero R. Effect of VKORCI,
CYP2C9 and CYP4F2 genetic variants in early outcomes during acenocoumarol

treatment. Pharmacogenomics 2014, in press (JCI=3.857).

El doctorando ha participado recogiendo los datos clinicos y las muestras bioldgicas
necesarias para el estudio. Ademas, realizd el analisis estadistico, y participd en la

interpretacion de los resultados generados, asi como en la escritura del articulo.

3er OBIJETIVO: Creacidon de un algoritmo de prediccion de dosis para la terapia
anticoagulante con Acenocumarol que combine variables clinicas y variables genéticas
con el fin de que los paciente alcancen en menor tiempo la dosis estable y se reduzcan
los riesgos inherentes, sangrado y trombosis, al inicio de la terapia oral anticoagulante.

Este objetivo ha sido desarrollado en el siguiente articulo:

Cerezo-Manchado JJ, Rosafalco M, Antdon Al, Pérez-Andreu V, Garcia-Barbera N,
Martinez AB, Corral J, Vicente V, Gonzalez-Conejero R, Roldan V. Creating a genotype-
based dosing algorithm for acenocoumarol steady dose. Thromb Haemost. 2013 Jan;

109(1):146-53 (JCI=6.094).

El doctorando ha trabajado tanto en la recogida de datos como en el andlisis
estadistico al inicio del mismo. Ademads ha colaborado con el resto de autores en la
elaboracién y redaccion del articulo asi como en los resultados y conclusiones finales

gue de él se derivan y en las posteriores revisiones.

4er OBJETIVO (Anexo I): Comparacion de la eficacia y seguridad de dos métodos de
dosificacién de Acenocumarol en pacientes con fibrilacién auricular: El doctorando ha
trabajo en la recogida de datos durante el ensayo, incluyendo las entrevistas
personales a los pacientes y el seguimiento de todos ellos de forma personalizada.
Ademads ha participado en el andlisis estadistico de los datos del estudio, asi como en
su interpretacion. Estd actualmente colaborando en la escritura de un préoximo articulo

con el resto del grupo de investigacion.

11.1 Datos personales de los autores:
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JUAN JOSE CEREZO-MANCHADO, Investigador pre-doctoral y especialista en
hematologia y hemoterapia, Hospital Morales Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail:

juanjose.cerezo@um.es, TIf: 968360009.

ANA ISABEL ANTON, Investigadora post-doctoral, Centro Regional de Hemodonacidn.
Hospital Reina Sofia. Laboratorio de Gendmica. UMU-IMIB, Murcia. E-mail:

anai.anton@carm.es, TIf: 968341990.

JOSE PADILLA, Técnico de laboratorio, Centro Regional de Hemodonacién. Hospital
Reina Sofia. Laboratorio de Gendmica. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: josepadilla@um.es,

TIf: 968341990.

VIRGINIA PEREZ-ANDREU, Investigadora post-doctoral. Department of Pharmaceutical
Sciences, St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, Tennessee, USA E-mail:

virpean@vyahoo.es.

JAVIER CORRAL, Profesor Titular. Centro Regional de Hemodonacién. Hospital Morales
Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: javier.corral@carm.es TIf: 968341990.

VICENTE VICENTE, Catedratico. Centro Regional de Hemodonacién. Hospital Morales
Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: vicente.vicente@carm.es, TIf: 968341990.

MARIO ROSAFALCO, Software Project Manager, Instrumentation Laboratory S.p.A, E-
mail: Rosafalco@mail.ilww.it, Mobile Phone: +39 335 5996516, Italia.

NURIA GARCIA-BARBERA, Técnico de laboratorio. Centro Regional de Hemodonacidn.
Hospital Morales Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: nurgarbar@gmail.com,

TIf: 968341990.

ANA BELEN MARTINEZ, especialista en hematologia y hemoterapia, Hospital Morales
Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: anab.mart13@gmail.com, TIf: 968360900.

ANA BELEN ARROYO, investigadora pre-doctoral. Centro Regional de Hemodonacién.
Hospital Morales Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: anabelen.arroyo@um.es.

TIf: 968341990.
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ROCIO GONZALEZ-CONEJERO, Profesora Titular, Centro Regional de Hemodonacién.
Hospital Morales Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: rocio.gonzalez@carm.es,

TIf: 968341990.

VANESSA ROLDAN, Profesora Titular. Centro Regional de Hemodonacidn. Hospital
Morales Meseguer. UMU-IMIB, Murcia. E-mail: vroldans@um.es, TIf: 968360969.

11.2 Datos de las revistas:

PLOS ONE (elSSN-1.932-6203) es una revista revisada por expertos, de libre acceso,
para la publicacidn internacional. JCI=3.730. (Primer decil, 7/56 MULTIDISCIPLINARY
SCIENCES). U.S. Headquarters 1160 Battery Street Koshland Building East, Ste. 100 San

Francisco, USA.

Pharmacogenomics (ISSN 1462-2416) es una revista revisada por investigadores
estrechamente involucrados en esta area de rapido desarrollo. (Primer cuartil, 47/261
PHARMACOLOGY & PHARMACY). JCI=3.857. Future Medicine Ltd, Unitec House, 2
Albert Place, London, N3 1QB, UK. England & Wales.

Thrombosis and Haemostasis (ISSN 0340—-6245) publica articulos sobre investigacion
basica y clinica en cualquier drea de la trombosis y hemostasia. JCI=6.094. (Primer

decil, 6/67, HEMATOLOGY). Schattauer Publishers, Stuttgart.
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lll. PRINCIPALES RESULTADOS

Durante los ultimos afios numerosas investigaciones han tratado de esclarecer cuales
eran los motivos de la gran variabilidad de dosis inter-paciente en el tratamiento con
Acenocumarol. Como consecuencia de estos estudios se ha comprobado el papel
relevante de varios polimorfismos en el metabolismo del Acenocumarol (tales como
rs9923231 en VKORC1, rs1799853 y rs1057910 en CYP2C9, 6 rs2108622 en CYP4F2) y
de varios factores clinicos como la edad, el género o la SC. A pesar de ello
aproximadamente un 50% de la variabilidad de dosis sigue sin ser explicada, lo que
justifica la busqueda de nuevos factores relevantes. Ademads, el impacto de estos
factores en el inicio de la terapia y, por lo tanto, en la posible aplicacién clinica que
pudiera derivarse de estos hallazgos para el cdlculo de una dosis individualizada para
cada paciente, tampoco ha sido bien estudiado hasta la fecha para el tratamiento con
Acenocumarol.

Por ello, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido la ponderacién de
factores actualmente conocidos y la busqueda de otros nuevos, que tengan influencia
en la dosis estable de la terapia con Acenocumarol. Este conocimiento ha dado lugar a
diferentes aplicaciones clinicas, sobre todo al inicio del tratamiento, ya que permite el
calculo de una dosis personalizada para cada paciente, lo que podria disminuir el
riesgo de hemorragia o trombosis inherente a la variabilidad inter-individual conocida
del propio farmaco y propiciada por el método tradicional de dosificacién del mismo,
basado en ensayo/error. Por este motivo se plantearon cuatro objetivos y se
obtuvieron los siguientes resultados principales que muestro globalmente a
continuacion:

En primer lugar tratamos de caracterizar nuevas variantes génicas en VKORC1, el
principal determinante de la dosis de Acenocumarol, que estuvieran relacionadas con
requerimientos extremos y que pudieran en un futuro ser incluidas en un algoritmo de
prediccién de dosis. Para ello estudiamos una poblacién de 3949 pacientes donde los
tres principales determinantes genéticos de la dosis de Acenocumarol, rs9923231 en

VKORC1 y los dos SNPs de CYP2C9, se combinaron para definir 18 perfiles genéticos.
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Para cada perfil, se identificaron las dosis medias. Los pacientes con requerimientos de
dosis fuera de la media +2 desviaciones estandar, de acuerdo a su perfil genético,
fueron identificados como valores atipicos o extremos. Se excluyeron pacientes con
factores clinicos que explicaran los requerimientos de dosis extremas, asi como los
pacientes con datos clinicos no disponibles. En el resto de pacientes (todos con dosis
mas altas de lo esperado) se secuenciaron el promotor y las regiones codificantes de
VKORC1. Identificamos cambios genéticos de VKORC1 en 14/57 pacientes. Cuatro
pacientes fueron portadores de variantes de VKORC1 ya conocidas por su relacién con
dosis altas de dicumarinas (L128R, n=1 y D36Y, n=3). También se identificaron tres
polimorfismos: rs17878544 (n=5), rs55894764 (n=4) y rs7200749 que estaba en
desequilibrio de ligamiento con rs17878544 (n=2). Por ultimo, dos pacientes habian
perdido el ligamiento entre rs9923231/rs9934438. Posteriormente realizamos un
analisis de regresion lineal multivariado para clarificar cuales de estas variantes tenian
influencia en la prediccién de dosis. Como resultado, sélo los polimorfismos D36Y y
rs55894764 afectaban significativamente a la dosis aunque la mejora en el modelo de

predicciéon fue pequeiia (de 39% al 40% incluyendo estas variantes).

En segundo lugar procedimos a estudiar la influencia de los polimorfismos mas
relevantes, rs9923231 (VKORC1), rs1799853 y rs1057910 (CYP2C9) y rs2108622
(CYP4F2) en el riesgo de sobredosificacion y en el tiempo hasta alcanzar una dosis
estable. Estudiamos a 941 pacientes de forma retrospectiva que habian iniciado la
anticoagulacidon en nuestra unidad y se siguieron durante 3 meses. El tiempo medio
para alcanzar INR terapéutico en nuestro estudio fue de 70 dias. Se realizd un modelo
de regresion de Cox incluyendo tanto factores clinicos como genéticos. En el analisis
multivariado sdlo el genotipo de VKORC1 fue estadisticamente significativo: los sujetos
rs9923231 AA necesitaron menos dias (mediana 41 dias) para alcanzar un INR estable
qgue los pacientes GG (HR 113; IC 95%: 1,063-1,202; p <0,001). En cuanto a la
sobredosificacidén, 275 pacientes (29%) alcanzaron un INR> 4 dentro de los 3 primeros
meses de terapia. Posteriormente comprobamos mediante el uso de una prueba de
Long-Rank, que los pacientes que sufrian un mayor exceso de anticoagulacién por
unidad de tiempo fueron aquellos que portaban cualquiera de los 3 genotipos

siguientes: VKORC1 rs9923231 AA, CYP2C9*3 y CYP4F2 CC. Ademas realizamos

JUAN JOSE CEREZO MANCHADO 37



también un andlisis multivariado donde estos resultados se mantenian
independientemente de las variables clinicas incluidas en el modelo, y del INR de los
pacientes a las 72 horas. Ello demuestra la influencia de dichos genotipos en el control
del INR al inicio de la anticoagulacion y por primera vez, describimos la influencia del
polimorfismo CYP4F2 en el riesgo de sobredosificacidon al inicio de la terapia con

Acenocumarol.

En tercer lugar, con toda esta informacién procedimos a la creaciéon de un algoritmo
de prediccién de dosis que combinara variables clinicas y genéticas con el fin de que
los paciente alcancen en menor tiempo la dosis estable y asi reducir el riesgo de
sangrado y trombosis, mds frecuente al inicio de la terapia. Para ello realizamos un
estudio retrospectivo con 973 pacientes, que habian iniciado la anticoagulacién en
nuestra Unidad. Incluimos como variables clinicas la edad, la SC, el género, y como
variables genéticas los principales polimorfismos de VKORC1, CYP2C9 y de CYP4F2
alcanzando un potencial de prediccion del 50%. Posteriormente este resultado fue
validado en una cohorte de 2683 pacientes adicionales, alcanzando una prediccion del
51%. Nuestro algoritmo proporciona la mejor prediccion si se considera la estimacion
de dosis con un margen del 20% de la dosis real. Respecto a los modelos clinicos o
genéticos por separado, el algoritmo clinico/genético sitla mas pacientes dentro del
margen de dosis real (x20%). Se encontré que los mejores resultados de las
estimaciones para el algoritmo global en comparacion con el resto tuvieron lugar en
los pacientes que tomaban dosis bajas o altas de Acenocumarol, es decir

<7mg/semanay =25 mg/semana.

Finalmente, y aunque fuera del cuerpo principal de la presente Tesis Doctoral,
realizamos un estudio prospectivo con 180 pacientes que se aleatorizaron para ser
controlados de forma clinica, es decir de manera habitual, o mediante un programa
informatico disefiado para poner en prdactica nuestro algoritmo. Se siguid a los
pacientes hasta que alcanzaron el objetivo del estudio (dosis estable), con un tiempo
maximo (6 meses) 6 hasta la pérdida de informacién. El objetivo principal fue
comprobar en qué rama mayor numero de pacientes alcanzaban el objetivo,

globalmente y por unidad de tiempo. Sesenta y seis de los 92 pacientes que se
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incluyeron finalmente en la rama clinica (73%) alcanzaron el objetivo a los 6 meses. En
caso de la rama guiada por el algoritmo, setenta y dos pacientes (81%) alcanzaron el
objetivo en ese tiempo. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Por otro
lado los pacientes controlados de forma habitual necesitaron 123 dias para alcanzar el
objetivo y los de la rama genética sélo 95, pero una vez mas las diferencias no fueron
significativas. En el andlisis de Kaplan-Meier, los pacientes controlados por el algoritmo
necesitaron estadisticamente menor tiempo para alcanzar el objetivo. Al analizar los 3
primeros meses de seguimiento observamos una diferencia significativa en el
porcentaje de pacientes que alcanzaron el objetivo por rama. Asi, 23 pacientes (25%)
alcanzaban el objetivo en la rama clinica, un porcentaje estadisticamente menor que
en la rama del algoritmo, donde 34 pacientes (38%) consiguieron el objetivo (p=0,049).
En materia de seguridad no hubo diferencias entre las dos ramas. Los detalles del

estudio se han expuesto en el Anexo 1.
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IV. CONCLUSIONES FINALES

A lo largo de esta Tesis Doctoral hemos comprobado la influencia que tienen los
polimorfismos rs9923231 de VKORC1, rs1799853 y rs1057910 de CYP2C9 y rs2108622
de CYP4F2 en el control del tratamiento con Acenocumarol al inicio de la terapia. De
los resultados del primer objetivo (busqueda de nuevas variantes génicas que
influyeran en la dosis estable de la terapia oral anticoagulante, de cara a incluirlas en
un futuro algoritmo), concluimos que dada la baja frecuencia de las nuevas variantes
encontradas y de la pequefia mejora que supone su incorporacién al algoritmo de
prediccion de dosis (~1%), no encontramos argumentos que justifiquen su inclusién en

dichos métodos predictivos.

Al abordar el segundo objetivo valoramos cudles eran los principales factores clinicos y
genéticos que tenian mayor relevancia para un control éptimo de la terapia oral al
inicio del tratamiento. Los resultados de este trabajo muestran que el INR a las 72
horas del inicio de la terapia es un potente predictor de los principales objetivos de la
misma, sobre-anticoagulacion y dosis estable a los tres meses del inicio.
Adicionalmente, ademas del efecto bien conocido de los polimorfismos de VKORC1 y
CYP2C9, el polimorfismo rs2108622 de CYP4F2 tiene un efecto significativo en la sobre-

dosificacién de Acenocumaro durante los primeros tres meses de tratamiento.

Con estos datos posteriormente elaboramos un algoritmo de prediccién de dosis
estable. Con nuestros datos, el mejor modelo de prediccién de dosis incluye factores
clinicos (edad y superficie corporal) y genéticos (polimorfismos de VKORC1, CYP2C9 y
CYP4F2) y explica hasta el 50% de la variacidon de la dosis. Este algoritmo resulta
especialmente util para pacientes que necesitan dosis extremas de Acenocumarol
(£7mg/semana y 225mg/semana), ya que proporciona una estimacién en un rango de
+20% de la dosis real. Dado que estos pacientes son los que normalmente necesitan
mas tiempo para su estabilizacion y son los que con mas frecuencia sufren efectos
adversos derivados del tratamiento, puede ser relevante emplear este algoritmo en la

practica clinica en nuestra poblacién.
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Y finalmente, aunque fuera del cuerpo principal de esta Tesis, realizamos un estudio
aleatorizado donde comprobamos la eficacia y seguridad de nuestro algoritmo de
prediccién de dosis comparado con el sistema habitual de dosificacién en dos grupos
de pacientes. De los resultados de este trabajo se concluye que la inclusién del valor
del INR a las 72 horas en el sistema de dosificacidon que tiene en cuenta la informacion
genética es crucial para que este esquema sea superior al método cldsico en los
objetivos analizados (porcentaje de pacientes con dosis estable, porcentaje de INRs en
rango y tiempos para alcanzar ambos objetivos). Sin embargo, a los 6 meses de inicio
del tratamiento, la valoracién de estos objetivos se iguala en ambas ramas, de donde
podemos concluir que la informacion genética es especialmente relevante al inicio de
la terapia (3 primeros meses). Tras este periodo, otros factores inherentes a los

pacientes van modulando la dosis necesaria para estar en INR terapéutico.
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E. ANEXOS

ANEXO 1: ESTUDIO PILOTO

EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA DE UN SISTEMA DE GESTION TERAPEUTICA
BASADO EN FACTORES CLINICOS Y FARMACOGENETICOS PARA PACIENTES BAJO
TRATAMIENTO ANTICOAGULANTE ORAL FRENTE A LA PRACTICA CLINICA HABITUAL.

Como se ha mencionado en la Introduccidon de esta Tesis Doctoral, encontrar la dosis
de Acenocumarol estable y en rango terapéutico lo antes posible es importante para
evitar periodos donde existe mayor riesgo hemorragico o tromboembdlico debido a la
administracion de dosis deletéreas (por exceso o defecto de las verdaderas
necesidades de cada paciente). Basado en el andlisis retrospectivo de una poblacién de
973 pacientes hemos determinado la relevancia tanto de factores clinicos (sexo, edad,
superficie corporal y medicacion concomitante) como de factores genéticos para
disefiar un algoritmo terapéutico que es capaz de predecir la dosis anticoagulante con
un margen de error del 20%. Con este algoritmo hemos pretendido calcular la dosis
necesaria de Acenocumarol al inicio de la terapia, para asi acortar el tiempo en
alcanzar el rango terapéutico evitando las complicaciones que ocurren durante el

periodo inicial (Cerezo-Manchado J.J. 2013).

I. Diseno del ensayo:

Disefiamos un ensayo de dos grupos paralelos aleatorizados en abierto que compara la
seguridad y eficacia de la dosificacion del tratamiento anticoagulante oral con

Acenocumarol basandose en pardmetros genéticos frente a la practica clinica habitual.

El inicio del tratamiento sera igual para ambos grupos, pero a las 72 horas y con el
primer INR de control, un grupo seguira tratado con la practica clinica habitual y en el
otro grupo se calculara la dosis siguiente después de aplicar el algoritmo disefiado, el
cual utiliza los genotipos de los pacientes (Cerezo-Manchado J.J. 2013). La inclusién de

pacientes se hara mediante aleatorizacion simple (Figura 3).
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Figura 3. Disefio del estudio

Il. Objetivo principal:

Acortar el tiempo a la estabilizacién de la dosis necesaria para mantener un INR
terapéutico. De esta forma aumentaremos la eficacia y seguridad del Acenocumarol y
evitaremos las complicaciones que pueden ocurrir cuando el paciente esta fuera de

rango terapéutico.

Objetivos secundarios:

— Reduccidon del numero de complicaciones hemorragicas al inicio de la
anticoagulacion.
— Reduccion del numero de complicaciones tromboembdlicas al inicio de

anticoagulacion.

lll. Control de dosis en los grupos experimentales

El grupo del algoritmo recibié la dosis de Acenocumarol estandar en funcién de su
edad, superficie corporal y medicacidn concomitante tal y como se hace en la practica
clinica diaria. A las 72 horas, con el dato del primer INR, se calculd la dosis que
precisaba el paciente para llegar al rango terapéutico en funciéon de su genotipo. El

calculo de dosis se realizoé tantas veces como fue necesario hasta que se alcanzé la
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variable principal de estudio, esto es, la dosis necesaria para mantener un INR en

rango terapéutico durante tres veces seguidas sin modificacion de la misma.

El grupo control fue tratado segun la practica clinica diaria.

A todos los pacientes se les realizé una analitica completa (hemograma, bioquimica y
pruebas de coagulacién) segin es habitual. De esa analitica se obtuvo la muestra
necesaria para el estudio farmacogenético en todos los pacientes. El genotipo se
determind entre el dia de inclusion del paciente y la aleatorizacién del mismo (72
horas). El genotipo de los pacientes del grupo control fue desconocido para los
investigadores hasta el final del estudio, pero una vez que se analizaron los datos nos
permitio estimar cudnto tiempo se habria ahorrado para alcanzar el rango terapéutico

en dichos pacientes.

Los pacientes de ambos grupos fueron atendidos de forma similar. En ambos casos se
realizaron todos los controles de INR de la practica diaria, salvo que en el grupo de
dosis guiada por algoritmo, la dosis fue calculada mediante un procedimiento
matematico y en el grupo control, tal y como se viene haciendo actualmente en la
practica clinica diaria. Los pacientes no fueron sometidos a ninguna prueba especial de
mas, ya que la muestra para el estudio farmacogenético se obtuvo de la analitica inicial
gue se hace a todos los pacientes que inician tratamiento anticoagulante. En cualquier
caso, la dosis calculada por parametros genéticos fue siempre supervisada por el

hematodlogo y quedd a criterio de éste aplicarla o no.

IV. Variable principal de valoracidn.

Tiempo a la estabilidad terapéutica, es decir el tiempo que tarda el paciente en
alcanzar el rango terapéutico con aquella dosis que dé lugar a tres determinaciones de

INR dentro de rango terapéutico sin precisar modificarla.
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LA

Criterios de inclusion, exclusion y retirada

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afios con indicacion de anticoagulacidon oral con
Acenocumarol que precise un INR terapéutico entre 2-3 durante al menos 6
meses.

a. Pacientes con fibrilacion auricular crénica, valvular o no valvular.

b. Pacientes con trombosis venosa profunda.

c. Pacientes con tromboembolismo de pulmodn.

d. Pacientes con isquemia arterial periférica.
Pacientes que hayan otorgado su consentimiento informado para participar en
el estudio.

Criterios de exclusion:

Pacientes menores de 18 anos.

Pacientes que precisen un rango terapéutico entre 2.5-3.5.

Pacientes que hayan iniciado ya el tratamiento antitrombético antes de la
primera consulta.

Pacientes con alteracidon de la funcién hepatica (cifras de transaminasas 2 veces
su valor normal).

Pacientes con alteracion previa de la hemostasia.

Pacientes que hayan presentado un evento hemorrdgico los 15 dias previos al
estudio o presenten riesgo del mismo.

Mujeres embarazadas o durante el periodo de lactancia.

Desaprobacion del consentimiento informado.

Criterios de retirada:

Pacientes en los que algoritmo calcule una dosis desproporcionadamente
elevada.

Retirada del consentimiento informado.

Evento hemorragico.

Evento tromboembdlico.

Cualquier otro acontecimiento adverso.
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6. Por criterio médico.

7. Pérdida de seguimiento.

VI. Desarrollo del estudio.

Visita basal: la inclusién de los pacientes se hizo desde la Consulta Externa de
anticoagulacion del Hospital Universitario Morales Meseguer donde son referidos los
pacientes para iniciar tratamiento anticoagulante oral. Cuando el paciente cumplia los
criterios de inclusién se procedié a iniciar tratamiento con Acenocumarol seguln la
practica clinica diaria y fue aleatorizado para que las posteriores dosificaciones de
Acenocumarol se hicieran basdandose bien en parametros genéticos bien segun la
practica clinica diaria. Se recogieron los siguientes datos: sexo, edad, peso y talla,

motivo de anticoagulacidn, medicacién concomitante, otras comorbilidades.

Dia +4: el paciente acudié a control y se procedid a realizar un control de INR mediante
puncidn capilar segun la practica clinica diaria de la Consulta de anticoagulacion. Con el

valor del INR:

Si el paciente pertenecia al grupo de estudio: se calculé la siguiente dosis segun
el algoritmo disenado.
Si el paciente pertenecia al grupo control: se administro la siguiente dosis segun

practica clinica diaria.

Durante las sucesivas visitas en cada grupo el tratamiento fue prescrito en funcion de
la rama, en el grupo de estudio se siguid aplicando el algoritmo disefado hasta
alcanzar el rango terapéutico, momento en el cual se mantuvo la dosis. El grupo

control se dosificd como habitualmente.

En cualquier caso tanto la dosificacion del grupo de estudio como la del grupo control
estuvo siempre supervisada por el hematdlogo pudiendo en todo momento retirar al

paciente del grupo de estudio si la dosis no era adecuada.
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Los INR supraterapéuticos superiores a 4.0 se manejaron segun los protocolos clinicos

de la unidad.

Variables recogidas:
Dosis inicial.
Dosis final.
Tiempo a primer INR terapéutico.
Tiempo a estabilidad final.
N2 de INR supraterapéuticos.

N2 de INR infraterapéuticos.

VII. Analisis estadistico.

Las variables cualitativas se expresaron mediante porcentajes. Se estudié si las
variables cuantitativas seguian una distribucién normal. Estas se expresaron como
media + desviacién estandar o mediana (si no se ajustaban a la normalidad como
rango intercuartilico). Para analizar la relacidn entre dos variables cualitativas, se
utilizo el test de la Chi-cuadrado. El andlisis de asociacion entre variables cualitativas y
cuantitativas se realiz6 mediante el test t de Student (o U de Mann Whitney en caso
necesario). Para el estudio de correlacidn entre dos variables cuantitativas se realiz6 el
test de Pearson (o Spearman). Para el estudio de asociacién del algoritmo disefiado
con el tiempo al rango terapéutico (variable principal) se realizd un andlisis
multivariado mediante regresiéon lineal (ajustando por otras variables de confusidn,
fundamentalmente edad, sexo, indice de masa corporal y farmacos asociados) asi
como la asociacién con la aparicion de complicaciones embdlicas/hemorragicas

mediante regresién de Cox.

VIII. Consideraciones éticas.

Este protocolo se llevé a cabo segun la legislacion vigente (Real Decreto 223/2004, de

6 de febrero de 2004), con respeto a las normas de Buena Practica Clinica
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CPMP/ICH/135/95 y a los principios enunciados en la Declaracién de Helsinki
(actualizada en la 592 Asamblea de Seul, Corea 2008). El Comité de Etica del Hospital
Morales Meseguer (Murcia) dio su aprobacion para la realizacion del ensayo. Todos los
pacientes participantes dieron consentimiento informado a su inclusiéon en el ensayo.
Los investigadores implicados se comprometieron a tratar con confidencialidad los

resultados del mismo.
IX. Seguimiento.

El periodo de seguimiento fue hasta alcanzar el objetivo principal de valoracién con un

maximo de 6 meses.

X. Resultados.

X.1. Caracteristicas de los pacientes

Un total de 180 pacientes fueron seleccionados como calculamos al principio del
ensayo. Finalmente 92 pacientes fueron incluidos en el grupo estandar, 88 en el brazo
algoritmo. Las caracteristicas demograficas basales, asi como las frecuencias de los
polimorfismos genéticos seleccionados fueron muy similares en los dos grupos, como

se muestra en la Tabla 2.
X.2.Porcentaje de pacientes con dosis estable

Al final de los tres meses en los que se hizo la monitorizacidon de la dosis en ambas
ramas de forma separada, 23 pacientes de la rama con dosificacién habitual (25%)
alcanzaron una dosis estable frente a los 34 pacientes (38%) de la rama guiada por
datos genéticos (p=0,049). A los 6 meses de seguimiento, estas diferencias
disminuyeron, ya que 66 pacientes (73%) de la rama habitual alcanzaron el objetivo en
comparacion con 72 pacientes (81%) pertenecientes a la rama guiada por genotipos

(p=0,07) (Figura 4).
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X.3.Tiempo hasta dosis estable

La mediana de tiempo necesaria para alcanzar la dosis estable terapéutica en la rama
de dosificaciéon clinica fue de 123 dias. Los pacientes que siguieron la dosificaciéon por
genotipos registraron la primera dosis estable en una media de 95 dias, aunque estas

diferencias no fueron significativas (p=0,100) (Figura 5).

Al finalizar los 6 meses de seguimiento, se realizd un andlisis de Kaplan-Meier. Como se
observa en la Figura 6, la cantidad de pacientes que alcanzaron la dosis estable por
unidad de tiempo, fue significativamente menor en la rama con dosificacién habitual
que la cantidad de pacientes que lo consiguen en la rama guiada por genotipos en el

mismo tiempo (p<0,05) (Figura 6).
X.4.Tiempo hasta primer INR terapéutico

La mediana de tiempo necesaria para alcanzar el primer INR terapéutico en la rama de
dosificacién clinica fue de 11 dias. Los pacientes que siguieron la dosificacion por
genotipos registraron el primer INR terapéutico con una mediana de 10 dias (p=0,7)

(Figura 7).

X.5.Porcentaje de INRs en rango terapéutico por paciente

Durante el tiempo que los pacientes fueron seguidos en el estudio, se midié el
porcentaje de INRs en rango terapéutico (2.0-3.0) para cada paciente hasta alcanzar la
dosis estable. El 45% de los INRs de los pacientes que se dosificaron de forma habitual
estuvieron en rango (2.0-3.0). Este porcentaje fue significativamente mayor (51%)

(p=0,01) en la rama de pacientes dosificados con datos genéticos (Figura 8).

X.6.Evaluacidn de la seguridad en ambas ramas

Durante el seguimiento no hubo diferencias significativas ni en eventos menores entre
los dos grupos de pacientes (N=10 en la habitual y N=6 en la del algoritmo; p= 0,24) ni

en los eventos mayores (N=3 y N=2, respectivamente). Tampoco encontramos
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diferencias significativas en el nimero de ingresos hospitalarios derivados del
tratamiento anticoagulante oral, ni en éxitus relacionados con la terapia. Estos datos
se muestran en la Tabla 2. No hubo diferencias tampoco en el porcentaje de INR >4

por rama (30% en la clinica, 38% en la guiada por el algoritmo) (p=0,3).

Los principales resultados de este estudio se han resumido en la Tabla 9.

Xl. CONCLUSIONES:

Este estudio aleatorizado compara los principales resultados de la terapia con
Acenocumarol en dos ramas de dosificaciéon, una guiada por los datos clinicos
habituales a criterio del hematdlogo y la otra dosificando de acuerdo con la
informacién genética de los pacientes integrada en un algoritmo matematico disefiado
previamente en nuestro grupo. En global, siempre que obtuvimos significacién
estadistica entre ambas ramas fue a favor de la rama guiada por datos genéticos,
aunque estas diferencias parecen ser mas evidentes durante los tres primeros meses
de tratamiento. Asi, un mayor porcentaje de los pacientes incluidos en esta rama
alcanzaron dosis estable y el porcentaje de INRs en rango terapéutico por paciente fue
también mayor en la misma. Por contra, no hubo diferencias en cuanto a seguridad
entre las dos ramas, de tal manera que los eventos menores y mayores se
distribuyeron de forma similar entre los dos métodos de control. Sin embargo, este
estudio carece de poder estadistico para detectar diferencias clinicamente relevantes
con respecto a eventos mayores o menores, debido a la baja tasa con que
normalmente ocurren en pacientes tratados con Acenocumarol (Alonso-Coello P.
2012). Pero dado que el riesgo de sangrado o de eventos tromboembdlicos es mas
bajo cuando el paciente tiene INRs en rango terapéutico, es plausible que una
intervencion que incremente el tiempo en el que el paciente esté en rango se asocie

también con un menor riesgo de efectos adversos.

Estos resultados difieren de los descritos en la reciente publicacién del consorcio EU-
PACT, en la que comparan también un algoritmo genético de dosificacién vs
dosificacidon clinica habitual en pacientes que inician tratamiento con Acenocumarol
(Verhoef T.I. 2013). Estos autores no encuentran diferencias relevantes entre las dos

ramas de pacientes aleatorizados en ninguno de los resultados clinicos y bioldgicos
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analizados. Las discrepancias entre estos resultados y los de nuestro trabajo podrian
ser explicadas por dos factores principalmente: los pacientes reclutados y las
diferencias de disefio de ambos estudios. El consorcio EU-PACT dosifica ambas ramas
de acuerdo con la dosis inferida de su protocolo correspondiente desde el dia 1, y en
posteriores dosificaciones se aplican factores de correccién calculados previamente de
acuerdo al valor del INR del dia de la visita del paciente. En nuestro estudio, una vez
aleatorizados los pacientes reciben la primera dosis de acuerdo con el criterio del
hematdlogo responsable y es a los 3 dias cuando el dato del INR se combina con la
informacién de los genotipos para obtener la estimacién de la dosis sucesiva. En un
trabajo previo en el que describimos el peso de los polimorfismos de VKORC1, CYP2C9
y CYP4F2 en los resultados de la terapia con Acenocumarol en las fases iniciales del
tratamiento (y que ha sido incluido como el segundo bloque de la presente Tesis
Doctoral) el INR a las 72 horas fue un indicador muy potente del tiempo necesario
hasta alcanzar la dosis estable y de la ocurrencia de INR>4 en los 3 primeros meses
(Cerezo-Manchado J.J. 2014). Adicionalmente, decidimos incluir el dato del INR a las
72h en el disefio del estudio por motivos obvios de seguridad del paciente. Dadas estas
diferencias entre el ensayo publicado por el consorcio y el aqui presentado, sugerimos
que la consideracion del dato del INR a las 72h junto con los datos genéticos podria
conferir ventajas significativas a algoritmos genéticos respecto a la dosificacidon

convencional, hipdtesis que debe ser confirmada en estudios adicionales.

Finalmente, observamos que a los 6 meses ambos grupos de pacientes igualan
objetivos. En global, de este resultado se infiere que la influencia del genotipo en el
control de la dosis puede tener mas peso al inicio de la terapia, de forma que con el
paso de las semanas ganen relevancia el resto de factores clinicos y demograficos. Esta
hipdtesis ha sido avalada previamente por Verhoef et al. (Verhoef T.I. 2012). Estos
autores describen que los pacientes portadores de polimorfismos de VKORC1 y CYP2C9
tenian mas riesgo de sobredosificacién en los primeros meses, aunque este efecto
disminuyd después de 1-6 meses de tratamiento con Acenocumarol. Estos hallazgos se
pueden justificar teniendo en cuenta que las caracteristicas genéticas son invariables a
lo largo de la vida del individuo, por lo que serian las interacciones gen/ambiente las

gue modulen las variaciones de requerimientos de dosis a lo largo de la misma.
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes Clinica habitual = Algortimo Valor "p"
N=(92) (N=88)
Dosis de Acenocumarol media mg/semana (mediazDE) 13.9 16,7 14.1 5.2 0,41
Datos demograficos
Edad, A (mediatDE) 69 + 14 7319 0,46
Género, hombre/mujer (N) 50/42 57/31 0,15
Peso, kg (mediatDE) 79+15 79 £ 25 0,97
Altura, cm (media+DE) 1659 163 +8 0,30
*BSA (mediatDE) 1,9+0,2 1,9+0,2 0,50
Medicacidn prescrita, N (%)
Amiodarona 5(5) 7 (8) 0,49
Farmacos antiplaquetarios 26(28) 27(30) 0,72
Farmacos psicotropicos 10(11) 11 (12) 0,73
Indicacion para Acenocumarol N (%) 0,30
Fribilacién auricular 76(83) 80(90)
Trombosis venosa profunda 11(12) 4 (5)
Embolismo pulmonar 2(2) 1(1)
Otros 3(3) 3(3)
Morbilidades N(%)
HTA 50(54) 60(68) 0,07
DM 14(15) 24(27) 0,07
Genotipos N (%) 0,53
CYpP2C9*
*1/*1 57(62) 49 (55)
*1/*2 23(25) 25 (28)
*1/*3 9(10) 11(13)
*2/*2 2(2) 0
*2/*3 1(1) 2(2)
*3/*3 0 1(1)
VKORC1 -1639 G>A 0,97
G/G 27(29) 37 (42)
G/A 47(52) 36 (41)
A/A 18(19) 15 (17)
CYP4F2 V433M 0,80
c/C 33(36) 31 (35)
c/T 45(49) 43(48)
T/T 14(15) 14 (16)
Causa fin de seguimiento 0,08
Alacanza el objetivo 66(73) 72(81)
Fin de seguimiento 14(15) 6(7)
Perdida de sequimiento 1(1) -
Renuncia 1(1) 1(1)
Fin de la prescripcion 6(6) 3(3)
Efecto secundario del tratamiento 2(2) 2(2)
Cambio a otro anticoagulante 2(2) 2(2)
Eventos menores 10(11) 6(7) 0,24
Eventos mayores 3(3) 2(2) -
Ingresos relacionados con el tratamiento 2(2) 2(2) -
Exitus relacionados con el tratamiento - - -
Exitus totales 1(1) 1(1) -
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Mediana de dias hasta objetivo

Figura 4.Porcentaje de pacientes que alcanzan la dosis estable.
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Figura 6. Tiempo para alcanzar la dosis estable durante los 6 meses de seguimiento.
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Figura 7. Mediana de dias hasta alcanzar el primer INR en rango(2-3)
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Figura 8. Porcentaje de INRs en rango terapeutico por paciente.
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Tabla 3. Resumen de los principales resultados de la comparacion de la dosificacién tradicional vs

dosificacion guiada por los genotipos

Objetivo Clinica(n=92) | Algoritmo(n=88) P

Pacientes con dosis estable, N (%) (3 meses) 23(25) 34(38) 0.049
Pacientes con dosis estable, N (%) (6 meses) 66(73) 72(81) 0.070
Dias a dosis estable (mediana). 123 95 0.100
Dias hasta el primer INR en rango (mediana) 11 10 0.700
% INRs en rango por paciente 45 50 0.010
INR>4, N (%) (6 meses) 27(30) 34(38) 0.300
Eventos, N (%)* (6 meses) 15(16) 10(11) 0.240

*Incluye eventos mayores, menores, ingresos y éxitus relacionados con el tratamiento
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1. URL:http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0064469

PLOS ONE (elSSN-1.932-6203) es una revista revisada por expertos, de libre acceso,
para la publicacidn internacional. JCI=3.730. (Primer decil, 7/56 MULTIDISCIPLINARY
SCIENCES). U.S. Headquarters 1160 Battery Street Koshland Building East, Ste. 100 San

Francisco, USA.

l. Anton Al, Cerezo-Manchado JJ, Padilla J, Perez-Andreu V, Corral J, Vicente V,
Roldan V & Gonzalez-Conejero R: Novel associations of VKORC1 variants with higher

acenocoumarol requirements. PLoS One 2013 May 17;8(5):e64469. (JCI=3.730).

Abstract
Antecedentes: Los algoritmos que combinan los datos clinicos y genéticos han sido

desarrollados para mejorar la terapia anticoagulante oral. Tres polimorfismos en dos
genes , VKORC1 y CYP2C9 , son los principales determinantes de dosis cumarina y
polimorfismos adicionales de importancia farmacogenética en cuestién no han sido
identificados. Objetivos : Identificar nuevas variaciones genéticas en VKORC1
pertinente para la terapia anticoagulante oral. Métodos y Resultados: 3.949 pacientes
consecutivos que toman acenocumarol fueron genotipo para las rs9923231 VKORC1 y
CY2C9 * polimorfismos. De éstos , se seleccionaron 145 pacientes con una dosis fuera
del rango esperado para el perfil genético determinado por estos polimorfismos .
Factores clinicos explican el fenotipo en 88 pacientes. En los 57 pacientes restantes ,
todos con dosis mas altas de lo esperado , se secuencid el gen VKORC1 y se
identificaron los cambios genéticos en 14 pacientes. Cuatro pacientes llevaron a
variantes de VKORC1 anteriormente relacionada con dosis altas de cumarina ( L128R,
n=1yD36Y, N =3) También se han detectado tres polimorfismos : . Rs17878544 ( N
=5),rs55894764 ( N = 4 ) y rs7200749 ( N = 2 ), que estaba en la vinculacién
desequilibrio con rs17878544 . Por ultimo , 2 pacientes habian perdido la vinculacién
rs9923231/rs9934438 . La prevalencia de estas variaciones fue mayor en estos
pacientes que en toda la muestra. Analisis de regresion lineal multivariante revelé que
s6lo D36Y y rs55894764 variantes afecta significativamente a la dosis , a pesar de la
mejora en el modelo de prediccidon es pequefio ( del 39% al 40 % ) . Conclusion :
Nuestra estrategia identifica nuevas asociaciones de VKORC1 variantes con dosis mas

altas acenocumarol aunque con un bajo tamafio de efecto . Son necesarios mas
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estudios para probar su influencia en la funcién de VKORC1 y el costo / beneficio de su

inclusién en los algoritmos de farmacogenética .

2. (In Press)

Pharmacogenomics (ISSN 1462-2416) es una revista revisada por investigadores
estrechamente involucrados en esta area de rapido desarrollo. (Primer cuartil, 47/261
PHARMACOLOGY & PHARMACY). JCI=3.857. Future Medicine Ltd, Unitec House, 2
Albert Place, London, N3 1QB, UK. England & Wales.

Il. Cerezo-Manchado JJ, Roldan V, Rosafalco M, Antdn Al, Arroyo AB, Garcia-Barbera
N, Martinez AB, Padilla J, Corral J, Vicente V & Gonzalez-Conejero R. Effect of VKORC1,
CYP2C9 and CYP4F2 genetic variants in early outcomes during acenocoumarol

treatment. Pharmacogenomics 2014, in press: (JCI=3.857).

Abstract

Objetivo: Analizar VKORC1, CYP2C9 y CYP4F2 polimorfismos en relacién con los
principales resultados en las primeras etapas de la terapia de acenocumarol. Pacientes
y métodos: En retrospectiva, 941 pacientes que habian comenzado la terapia y en los
que el tiempo de dosificacidn estable, se analizaron el momento de la anticoagulacién
excesiva y los eventos adversos durante 3 primeros meses. Resultados: los pacientes
VKORC1 A> Un necesitan menos dias para alcanzar la dosis estable (p = 0,017). INR>
2,5alas 72 h, y VKORC1 y genotipos CYP2C9 acondicionado exceso de anticoagulacién
(p <0,001, p = 0,002 y p <0,001, respectivamente), mientras que los transportistas
CYP4F2 T tenian un bajo riesgo de la misma (p = 0,009). En cuanto a los genotipos
combinados, CYP4F2 tuvo un efecto significativo sobre la sobre-anticoagulacion al

comienzo de la terapia con excepcién de VKORC1 A> A y CYP2C9 * 3 combinacion.
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Conclusiones: Ademas de VKORC1 y CYP2C9, CYP4F2 tiene un papel mas ligero pero

significativo en sobre-anticoagulacion al comienzo de la terapia acenocumarol

3. URL: http://dx.doi.org/10.1160/TH12-08-0631

Thrombosis and Haemostasis (ISSN 0340—6245) publica articulos sobre investigacion
basica y clinica en cualquier drea de la trombosis y hemostasia. JCI=6.094. (Primer

decil, 6/67, HEMATOLOGY). Schattauer Publishers, Stuttgart.

lll. Cerezo-Manchado JJ, Rosafalco M, Anton Al, Pérez-Andreu V, Garcia-Barbera N,
Martinez AB, Corral J, Vicente V, Gonzdlez-Conejero R, Roldan V.: Creating a genotype-
based dosing algorithm for acenocoumarol steady dose. Thromb Haemost. 2013

Jan;109(1):146-53 (JCI=6.094).

Abstract

Acenocumarol es un farmaco anticoagulante cominmente prescrita para la profilaxis y
tratamiento de trastornos tromboembdlicos venosos y arteriales en varios paises. En
contrapartida de la warfarina , hay escasa informacién sobre los algoritmos de
farmacogenética para la estimacion de la dosis acenocumarol constante. El objetivo de
este estudio fue desarrollar un algoritmo de predicciéon para el acenocumarol . El
algoritmo se ha creado

utilizando los datos de 973 pacientes anticoagulados retrospectivamente
seleccionadas y fue validado en una segunda cohorte independiente que suman 2.683
pacientes. El mejor modelo de regresién para predecir la dosis estable de la cohorte
primaria incluyé factores clinicos (edad e indice de masa corporal , BSA ) y las variantes
genéticas ( VKORC1 , CYP2C9 * y CYP4F2 polimorfismos ) y explica hasta el 50 % de la

dosis estable. En la validacion
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estudiar el algoritmo clinico produjo un R2 ajustado = 0,15 ( error estdndar de
estimacién = 4,5 ) y el enfoque genético mejord la dosis previstas, hasta 30 % ( error
estandar de estimacién = 4,6 ) . Una vez mas, el mejor modelo combina factores
clinicos y genéticos ( R2 = 0,48 ; error estandar de la estimacion = 4 ) que
proporcionaron los mejores resultados de las dosis estimaciones dentro del 20 % de la
dosis real en los pacientes que toman mas bajo ( _7mg/week ) o

mas altas ( _25mg/week ) dosis acenocumarol . En conclusion , hemos desarrollado un
algoritmo de prediccién a partir de datos clinicos y tres polimorfismos en VKORC1 ,
CYP2C9 * y los genes CYP4F2 que proporciond una dosis acenocumarol estable
alrededor del 50 % de los pacientes en la cohorte de validacion . Tal algoritmo era
especialmente util para los pacientes que necesitan mayores o dosis mas bajas
acenocumarol , aquellos pacientes con un mayor tiempo requerido hasta su

estabilizacién y son mds propensos a sufrir una complicacion derivada del tratamiento.
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