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1. Introduccion.

1.1. Cardiopatia isquémica y Sindrome Coronario Agudo

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en paises
desarrollados y se calcula que en 2020 también lo seran en los paises en vias de desarrollo
(1). De igual forma, constituyen la primera causa de mortalidad en Espafa, siendo
responsables de 117.484 muertes (53.487 en varones y 63.997 en mujeres) en el afio 2013,

lo que supone el 30,1% de todas las defunciones (26,8% en varones y 33,6% en mujeres)

2).

Entre las enfermedades cardiovasculares, la cardiopatia isquémica es la mas prevalente y
es la primera causa de morbi-mortalidad en el mundo. En Espafa, la mortalidad por
cardiopatia isquémica ha disminuido de forma suave pero persistente en los ultimos 40
anos (figura 1, panel A), mientras que el nimero absoluto de muertes aument6 entre 1980

y 2000 para iniciar después un descenso paulatino (figura 1, panel B) (2,3).
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Figura 1. Mortalidad por cardiopatia isquémica en Espafia. Panel A: mortalidad por cardiopatia
isquémica estandarizada por edad en el periodo 1950-2010 por sexo. Panel B: Numero anual de
muertes por cardiopatia isquémica en el periodo 1980-2010 por sexo (3).
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La cardiopatia isquémica es un trastorno en el que el miocardio recibe una cantidad
insuficiente de sangre y oxigeno, surge de manera especifica cuando se produce un
desequilibrio transitorio entre la demanda y el aporte de oxigeno (4). La causa mas
frecuente de isquemia del miocardio es la aterosclerosis de una o varias arterias coronarias,
que provoca una disminucion de la circulacion sanguinea al miocardio y ocasiona una
perfusion insuficiente por parte de la arteria coronaria afectada. La cardiopatia isquémica
se relaciona con una alimentacidon con abundantes grasas y carbohidratos, el tabaquismo, la

vida sedentaria, la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus tipo 2 (5).

Las presentaciones clinicas de la cardiopatia isquémica abarcan la isquemia asintomatica,
la angina de pecho estable, la angina inestable, el infarto de miocardio, la insuficiencia

cardiaca y la muerte subita (6).

El Sindrome Coronario Agudo (SCA) es la manifestacion clinica mas frecuente y letal de
la cardiopatia isquémica; incluye un espectro de presentaciones clinicas que engloban a la
Angina Inestable, el Infarto de Miocardio sin elevacion del segmento ST y el Infarto de
Miocardio con elevacion del segmento ST, tres manifestaciones de un mismo proceso
fisiopatoldgico: la rotura o la erosioén de la placa aterosclerotica que provoca el inicio de
las manifestaciones isquémicas, produciendo una trombosis aguda con o sin
vasoconstriccion concomitante, que causa una reduccion brusca y critica del flujo
sanguineo. El sintoma principal del SCA es la aparicion de dolor tordcico, aunque la
clasificacion de los pacientes se basa en el electrocardiograma (ECG) y los marcadores

bioquimicos (figura 2):
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SCA con elevacion del segmento ST (SCACEST): pacientes con dolor toracico
agudo tipico y elevacion persistente (> 20 minutos) del segmento ST. La mayoria
de estos pacientes desarrollard en ultimo término un Infarto Agudo de Miocardio
(IAM) con elevacion del segmento ST (IAMCEST). El objetivo terapéutico es una
reperfusion rapida, completa y sostenida mediante angioplastia primaria o

tratamiento fibrinolitico.

SCA sin elevacion del segmento ST (SCASEST): pacientes con dolor toracico
agudo pero sin elevacion persistente del segmento ST. Se suele presentar una
depresion persistente o transitoria del segmento ST, una inversion de las ondas T,
ondas T planas, pseudonormalizacion de las ondas T o ausencia de cambios en el
ECG. La estrategia inicial es aliviar la isquemia y los sintomas, monitorizar al
paciente con ECG seriados y repetir las determinaciones de los marcadores de
necrosis miocardica que concretara el diagnostico del SCASEST segun el resultado
de las troponinas en IAM sin elevacion del segmento ST (IAMSEST) o angina

inestable.

Sintoma Dolor toracico

Sindrome Coronario Agudo |

L 2 .

Elevacion ST ‘ Sin elevacion ST ’

v 9 <9

ECG

Biomarcadores

’ ﬁibqulrnica [:>
/"’I

e oo by & e

EST  |IAMSEST Angina inestable |

Figura 2. Definicion de sindrome coronario agudo.
Adaptacion de Hamm et al. (7)
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Los estudios previos coinciden en que el SCASEST es mas frecuente que el SCACEST
(8,9). Asimismo, en el registro internacional GRACE (“Global Registry of Acute Coronary
Events”) se observo que mas del 60% de los pacientes presentaban SCASEST (10,11). No
obstante, a pesar de que la mortalidad hospitalaria es mas elevada en los pacientes con
IAMCEST, en el seguimiento a largo plazo se ha observado que la mortalidad de los

pacientes con SCASEST es mayor que en los pacientes con IAMCEST (9).

1.2.  Ateroesclerosis.

La aterosclerosis es la formacion de placas en forma de parches (ateromas) en la capa
intima de las arterias de mediano y gran tamafo. Estas placas contienen lipidos (colesterol
y fosfolipidos intra y extracelulares), células antiinflamatorias (macroéfagos, células T),
células musculares lisas, tejido conectivo (coldgeno, glucosaminoglucanos, fibras

elasticas), trombos y depdsitos de calcio (12).

Las placas aterosclerdticas pueden ser estables o inestables. Las placas estables
involucionan, permanecen estaticas o crecen lentamente durante varias décadas hasta que
causen estenosis u oclusion de los vasos. Las placas inestables son vulnerables a la erosion,
la fisura o la rotura espontanea, lo que puede ocasionar trombosis, oclusion e infarto
bastante tiempo antes de generar estenosis. Las placas que tienen mayor propension a la
inestabilidad tienen un nucleo lipidico grande, baja densidad de células musculares lisas,
alta concentracion de células inflamatorias y una delgada cépsula fibrosa que recubre el
nicleo lipidico, en contraste con las placas estables (12). La mayoria de los eventos

clinicos son secundarios a complicaciones de las placas inestables.
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Los principales factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis son la dislipemia, la
diabetes, el tabaquismo, los antecedentes familiares, el estilo de vida sedentario, la

obesidad y la hipertension arterial.

La aterosclerosis es la base etiologica de la mayor parte de los episodios cardiovasculares,
entre los que se incluye la enfermedad cardiaca coronaria (13). Dentro de la enfermedad
arterial coronaria se incluyen dos procesos distintos: un proceso constante y apenas
reversible que produce un estrechamiento luminal (aterosclerosis) gradual y lento, y un
proceso dinamico y potencialmente reversible que modifica la progresion lenta hacia una
forma subita e impredecible y causa una rdpida oclusion coronaria parcial o completa
(trombosis, vasoespasmo o ambos). La aterosclerosis predomina en las lesiones que
originan la angina estable cronica, mientras que la trombosis es el componente esencial de

las lesiones que desencadenan los SCA (14).

Un SCA es una manifestacion de la aterosclerosis que pone en riesgo la vida del paciente y
normalmente se precipita por la aparicion de una trombosis aguda, inducida por la rotura o
la erosion de una placa aterosclerdtica, con o sin vasoconstriccion concomitante que
produce una reduccion subita y critica del flujo sanguineo. Ademas de la rotura de la placa,
la erosion es otro de los mecanismos subyacentes en los SCA. Cuando ocurre la erosion, el
trombo se adhiere a la superficie de la placa, mientras que en los casos de rotura, el trombo

afecta a las capas mas profundas que se encuentran bajo el nucleo lipidico.
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1.3.  Aterotrombosis.

La aterotrombosis es un proceso en el que se asocia a la ruptura de la placa de ateroma, la
formacion de un trombo y es la principal causa de mortalidad y la morbilidad en las
sociedades industrializadas en todo el mundo. Se manifiesta clinicamente en forma de
enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular, enfermedad arterial periférica, o bien

por la asociacion entre ellas (15).

La activaciéon y la agregacion plaquetaria juegan un papel crucial en la generacion y la
proliferacion de un trombo. La activacion plaquetaria excesiva después de la ruptura de la
placa aterosclerdtica o la erosion de las células endoteliales puede conducir a la formacion
de trombos oclusivos, que bloquean el flujo sanguineo y el suministro de oxigeno en las
arterias afectadas, dando lugar a las manifestaciones clinicas de la enfermedad
aterotrombdtica. Los trombos pueden ser parcial o completamente oclusivos, los primeros
estan compuestos principalmente por agregados de plaquetas, mientras que los segundos

estan compuestos por agregados de plaquetas y un coagulo rico en fibrina (16).

1.4. Fisiologia de la plaqueta

1.4.1. Fisiologia de la hemostasia

La hemostasia es un proceso complejo que permite la formacion de un codgulo en la lesion
del vaso sanguineo. Se distinguen tres etapas en este proceso: hemostasia primaria o

formacion del tapon plaquetario, hemostasia secundaria o coagulacion y fibrindlisis (17).
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En condiciones normales, el endotelio vascular contribuye a prevenir la trombosis al
inhibir la funcion plaquetaria, en cambio, cuando es lesionado, activa las plaquetas,

favorece la coagulacion e inhibe la fibrinolisis.

La principales funciones de las plaquetas en la hemostasia son la adhesion al endotelio
vascular cuando éste sufre una lesion, la activacion, la secrecion del contenido granular, la
agregacion con otras plaquetas para la formacion del tapén hemostatico plaquetario y la

aceleracion de la coagulacion plasmatica (18).

La hemostasia primaria comienza cuando se produce una lesiéon endotelial en la pared
vascular. En ese momento, las plaquetas que circulaban en reposo entran en contacto con
los elementos del subendotelio, moléculas del factor von Willebrand, de colageno y de
fibronectina, que establecen puentes de fijacion con los receptores de la superficie
plaquetaria constituyendo el fenomeno de adhesion. Este proceso provoca la activacion de
las plaquetas y esta informacion se transmite a través de la via de las proteinas G acopladas
al citoesqueleto, produciendo una serie de cambios bioquimicos y morfologicos como la
liberacion del contenido granular y la extension de pseuddpodos. En el proceso de
liberacion, las plaquetas expulsan los productos contenidos en sus granulos densos
[adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP), calcio, serotonina] y granulos alfa
(fibrindgeno, fibronectina, plasminogeno, factor von Willebrand, factor activador
plaquetario 4); algunos de estos compuestos tienen una intensa actividad estimuladora de la

agregacion plaquetaria.

La liberacion de calcio de los granulos densos produce un aumento del calcio i6nico dentro

de la plaqueta que promueve la accion de la fosfolipasa A2 que genera acido araquidonico.
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El acido araquiddnico en las plaquetas es convertido en tromboxano A, (TXA;) en una
reaccion catalizada por las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX1) y tromboxano sintetasa. El
TXA; incrementa la expresion de los receptores de fibrindgeno en la membrana plaquetaria
y ademds es liberado a la circulaciéon uniéndose a sus receptores en las plaquetas

adyacentes para desencadenar su activacion (19).

La agregacion es el proceso por el que otras plaquetas que llegan al sitio vascular afectado
se unen a las que estan adheridas. Este fenomeno requiere la activacion del receptor
glucoproteina IIb/Illa (GP IIb/Illa), que se mantiene oculto cuando las plaquetas estan
inactivas y sale al exterior en respuesta a la accidon de varios agonistas fisioldgicos como
ADP, colageno, trombina, serotonina, TXA, y adrenalina. La GP IIb/Illa es capaz de fijar
diferentes glucoproteinas como el fibrindgeno que se une bivalentemente a estos receptores

formando los puentes de agregacion entre las plaquetas activadas (17).

Las reacciones que se desarrollan cuando se produce una lesion en la pared vascular no
so0lo conducen a la activacion plaquetaria, sino también a una marcada activacion de la
coagulacion. Las vias extrinseca e intrinseca de la coagulacion confluyen en la activacion
del factor X, produciendo la conversion de protrombina en trombina. La trombina
desempefia un papel central en la formacion del coagulo, ya que es un nexo de unioén entre
la activacion plaquetaria y la activacion de la coagulacion. La trombina convierte el
fibrindgeno en fibrina y promueve su polimerizacion, dando lugar a una malla en el tapon

plaquetario que constituye el coagulo de fibrina definitivo (20,21).

La ultima etapa de la hemostasia es la fibrin6lisis, proceso en el que el codgulo de fibrina

es destruido. La lisis del coagulo y la reparacion del vaso comienzan inmediatamente
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después de la formacién del tapén hemostatico definitivo. Cuando se han formado los
polimeros de fibrina, se inicia la destruccion de esta red que genera los productos de

degradacion de la fibrina por accion de la plasmina (21).

1.4.2. Importancia del ADP

Entre los multiples mediadores de la activacién plaquetaria, el ADP juega un papel
fundamental ya que tras la activacion plaquetar, no so6lo libera sus granulos intracelulares
sino que también activa ain mas las plaquetas amplificando este proceso. En la membrana
de las plaquetas, el ADP tiene dos tipos de receptores con un papel especifico y
complementario en la activacion y agregacion plaquetaria, son los canales i6nicos
dependientes de ligando y los receptores acoplados a proteina G, que se denominan P2X; y

P2Y, respectivamente (16).

El receptor P2X; es un canal cationico en el que el ATP actiia como agonista. Este receptor
participa en el cambio morfologico de las plaquetas a través de un flujo de entrada de
calcio extracelular y, facilita la amplificacion de las respuestas plaquetarias mediadas por

otros agonistas.

En cuanto al receptor P2Y, existen dos tipos, P2Y; y P2Y,, y ambos utilizan ADP como
agonista. La activacion de P2Y; conduce a una cascada de sefializacion que produce un
cambio transitorio en la forma de las plaquetas, la movilizacion del calcio intracelular y la
liberacion de granulos de otros mediadores para finalmente iniciar una fase débil y
transitoria de la agregacion plaquetaria. Este receptor estd acoplado a dos proteinas: Gq y
Gi2. La proteina G4 y sus vias de sefializacion intracelular implican la activacion de la

fosfolipasa C dando como resultado diacilglicerol e inositol trifosfato. El diacilglicerol

23



activa la proteina kinasa C, provocando la fosforilacion de la kinasa de las cadenas ligeras
de miosina y la secrecion de granulos; y el inositol trifosfato conduce a la movilizacion de
calcio intracelular. A su vez, la proteina G, activa la proteina “Rho” que se cree que lleva

a cabo un cambio en la forma de las plaquetas (16).

Por su parte, la activacion del receptor P2Yj, inicia una compleja sefializacion intracelular
que conduce a la movilizacioén del calcio, la liberacion del contenido de los granulos, la
generacion de TXA, y la activacion del receptor de la GP IIb/Ila. Todo esto provoca la
amplificaciéon de la agregacion plaquetaria y la estabilizacion de los agregados de las
plaquetas. El receptor P2Y, esta acoplado a una proteina G; cuyas vias de sefializacion
implican la activacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa y la inhibicion de la adenilato
ciclasa. La activacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa, a través de la serina/treonina
proteina kinasa B y las proteinas de union a GTP Raplb, activa la GP IIb/Illa. La
inhibicion de la adenilato ciclasa disminuye los niveles de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), lo que influye en la actividad de las kinasas dependientes de AMPc, que reducen
la fosforilacion mediada por AMPc de fosfoproteina estimulada por vasodilatadores
(VASP) y elimina su efecto protector sobre la activacion del receptor GP IIb/Il1a (figura 3)

(22).

Cuando las plaquetas son activadas, se libera el ADP que se encuentra en los granulos
plaquetarios. Este ADP actiia como mecanismo de amplificacién de las propias plaquetas
que lo liberan, asi como induciendo y amplificando el reclutamiento plaquetario. La
inhibicion del efecto agonista del ADP es llevado a cabo por la accidn de las tienopiridinas,

que son inhibidores no directos e irreversibles del receptor P2Y 5.
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Figura 3. Receptores y mecanismo de accion del clopidogrel (22).

1.5. Clopidogrel

El clopidogrel es una tienopiridina de segunda generacion, quimicamente relacionada con

su predecesor, la ticlopidina (figura 4), pero con menos efectos adversos que ésta, por lo

que la ha reemplazado debido a su mejor tolerabilidad y seguridad (20). En el estudio de

Moussa et al. (23) se compar6 el tratamiento con clopidogrel (300 mg de dosis de carga

seguido de 75 mg diarios) frente a ticlopidina (500 mg de dosis de carga seguidos de 250

mg dos veces al dia) sin observarse diferencias significativas en la incidencia de eventos

cardiovasculares. Sin embargo, se evidencié un menor nimero de reacciones adversas en el

grupo de clopidogrel mientras que los pacientes en tratamiento con ticlopidina presentaron

tasas mas elevadas de neutropenia, diarrea y rash cutdneo. En estudios posteriores se ha

observado una mayor inhibicién plaquetaria con clopidogrel que con ticlopidina (24).
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Figura 4. Estructura quimica ticlopidina y clopidogrel.

1.5.1. Mecanismo de accion

El clopidogrel es un profairmaco que requiere biotransformacion en su metabolito activo.
Este metabolito activo inhibe selectivamente la uniéon del ADP a su receptor plaquetario
P2Y,, y la activacion posterior del complejo GP IIb/IIla mediada por ADP, inhibiendo de

esta forma la agregacion plaquetaria.

La mayor parte del clopidogrel (85%) se absorbe a nivel intestinal y se transforma en
metabolitos inactivos por esterasas intestinales como la carboxilesterasa-1, la
carboxilesterasa-2 y la butirilcolinesterasa dando lugar a un derivado de acido carboxilico
inactivo (SR26334). El 15% restante se metaboliza en el higado por un doble proceso de
oxidacion en el que intervienen varias isoformas del citocromo P450 (CYP) para
convertirse en un metabolito activo. En un primer paso mediado por las isoenzimas
CYP1A2, CYP2B6 y CYP2CI19 el anillo tiofeno se oxida y se transforma en un metabolito
intermedio, 2-oxo-clopidogrel; en un segundo paso, se somete a una oxidacion adicional
por cuatro isoenzimas del citocromo P450 (CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4) y
por la enzima paraoxonasa 1 (PON1), en esta segunda oxidacion se abre el anillo tiofeno
dando lugar a un grupo carboxilo inactivo y un derivado de tiol activo R-130964 (acido
acético 2-[1-[1-(2-clorofenil)-2-metoxi-2-oxoetil]-4-sulfanil-3-piperidinilideno]), que es

una tiolactona altamente inestable (figura 5) (25).
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Figura 5. Principal via que conduce a la formacion del metabolito activo del clopidogrel.

El grupo tiol del metabolito activo se une, a través de un puente disulfuro, a dos residuos
de cisteina (cys17 y cys270) en los dominios extracelulares del receptor P2Y,, inhibiendo
de forma irreversible la uniéon del ADP a su receptor (22,26). El bloqueo del receptor
P2Y ), actha en la cascada de eventos que conducen a la formacion del trombo plaquetario
inhibiendo eficazmente la agregacion plaquetaria. Esta inhibicion evita la degranulacion

plaquetaria y la liberacion de mediadores inflamatorios y protromboticos.

1.5.2. Posologia

Segun ficha técnica, el tratamiento con clopidogrel se debe iniciar con una dosis de carga
de 300 mg y posteriormente continuar con una dosis de 75 mg una vez al dia (27). Con esta
dosis de 75 mg diarios de clopidogrel se consigue el mismo grado de inhibicién de la

agregacion plaquetaria que con la dosis de 250 mg dos veces al dia de ticlopidina (28,29).

La accion antiagregante de clopidogrel se produce a las pocas horas de una sola dosis,
mientras que una inhibicion constante y estable se alcanza posteriormente. Por lo general,
la agregacion plaquetaria y el tiempo de sangria vuelven gradualmente a los valores

basales en los 5 dias posteriores a la suspension del tratamiento (27).
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Se ha evaluado la utilizacién de diferentes dosis de clopidogrel. Un aumento en la dosis de
mantenimiento podria influir en la agregacion plaquetaria, observandose que la
administracion de 150 mg diarios producia una inhibicion de la funcion plaquetaria mas

intensa que la dosis recomendada de 75mg (28,30).

El inicio tardio de la accidn del clopidogrel requiere el empleo de una dosis de carga para
reducir el tiempo necesario para el inicio de accion del farmaco. Con una dosis de carga de
600 mg de clopidogrel se inhibe casi completamente la agregacion plaquetaria unas 2
horas, mientras que con una dosis de 300 mg se necesitan entre 24 y 48 horas para obtener
el mismo grado de inhibicion de la agregacion (24). Por este motivo, los pacientes que van
a ser tratados con un stent intracoronario deben recibir una dosis de carga de 600 mg o 300
mg, dependiendo de si se administra 2 horas antes o 24 horas del intervencionismo
percutaneo (20). Al aumentar la dosis de carga de clopidogrel de 300 mg a 600 mg, se
produce un aumento en la inhibicion de la agregacion plaquetaria y una disminucion en la
tasa de eventos adversos cardiovasculares, asi como un inicio de accion mas rapido

(31,32).

Asimismo, se ha evaluado la individualizacion de la dosis de carga (repetidas dosis de 600
mg segin la funcién plaquetar) en pacientes no respondedores objetivdindose una
disminucion en la aparicion de eventos adversos cardiovasculares en comparacion con una
dosis de carga de 600 mg (33), e incluso se ha realizado un metaanalisis comparando las
dosis de 300 mg, 450 mg, 600 mg y 900 mg concluyendo que una dosis de carga mayor
reduce el riesgo de infarto de miocardio y muerte de origen cardiovascular con tasas

similares de hemorragias (34).
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1.6.  Acido acetilsalicilico

La aspirina o acido acetilsalicilico (AAS) es uno de los medicamentos conocidos mas
antiguos. Presenta propiedades analgésicas, antipiréticas y antiplaquetarias que se conocen
desde 1967. Su mecanismo de accion, que fue dilucidado en 1971, consiste en la
acetilacion de manera irreversible de la enzima ciclooxigenasa 1 (COX-1) de las plaquetas.
La COX-1 es responsable de la formacion de TXA, a partir de acido araquiddnico
proveniente de los fosfolipidos de la membrana plaquetaria. El TXA, es uno de los mas
potentes agonistas de la agregacion plaquetaria, activa las plaquetas, participa en su cambio
morfologico y en el reclutamiento y agregacion de plaquetas circulante al tapon plaquetario
(19). La inhibicion de la COX-1 disminuye la sintesis de TXA, y, como consecuencia, la

agregacion plaquetaria por lo que previene la formacion de trombos (35).

1.7. Doble antiagregacion plaquetaria
La inhibicion de la COX-1 con acido acetilsalicilico y del receptor P2Y, con clopidogrel
(figura 6) es la terapia estandar en la mayoria de los pacientes con SCA sometidos o0 no a

intervencionismo coronario percutaneo (ICP) con stent (36).

Las dosis bajas de aspirina reducen la tasa de eventos isquémicos en pacientes de cierto
riesgo, aunque no es suficiente en los pacientes de elevado riesgo. Con la doble terapia
antiplaquetaria se reduce el nimero de eventos isquémicos en pacientes con angina
inestable, [AMSEST o TAMCEST, asi como los sometidos a angioplastia y colocacion de

stent (37-39).
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El estudio CAPRIE (Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of Ischemic Events)

(40) evalud la eficacia relativa de clopidogrel (75 mg/dia) y de aspirina (325 mg/dia) en la

disminucioén del riesgo de IAM, ictus isquémico y muerte vascular en 19.185 pacientes con

aterotrombosis. Sus resultados mostraron que el clopidogrel es mas efectivo que la aspirina

en la prevencion de eventos vasculares recurrentes en pacientes con enfermedad vascular

aterosclerotica. No obstante, el clopidogrel y la aspirina inhiben la agregacion plaquetaria a

través de diferentes vias, por lo que el tratamiento combinado proporciona beneficios en

comparacion con cualquiera de ellos por separado (20).

El primer estudio en demostrar el beneficio del doble tratamiento antiagregante en

pacientes con SCA fue el estudio CURE (“Clopidogrel in Unstable angina to prevent
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Recurrent Events™) (41). Este ensayo comparo la eficacia y la seguridad de la doble terapia
con aspirina y clopidogrel frente a la aspirina sola en 12.562 pacientes con SCASEST. La
variable principal del estudio fue la combinacion de muerte de origen cardiovascular, [AM
o accidente cerebrovascular. El doble tratamiento antiagregante presentd menos eventos
que la aspirina sola (9,3% frente a 11,4%; p < 0,001). Sin embargo, el niimero de
complicaciones hemorragicas fue mayor en el grupo de aspirina y clopidogrel que en el
grupo de aspirina sola (3,7% vs 2,7%; p = 0,001), aunque sin presentarse diferencias en el

numero de hemorragias potencialmente fatales entre ambos grupos.

En el estudio CHARISMA (“the Clopidogrel for High Atherothrombotic Risk and
Ischemic Stabilization Management, and Avoidance”) (42,43), que se llevo a cabo en
15.603 pacientes con aterotrombosis, se comparé la eficacia y la seguridad de clopidogrel
y aspirina frente a placebo y aspirina. No se apreciaron diferencias entre ambos grupos en
la variable principal de eficacia que era la aparicion de infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular o muerte de origen cardiovascular; Aunque, si se observd una reduccion
en la variable secundaria, definida como la aparicion de infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, muerte de origen cardiovascular u hospitalizacion por angina inestable,
ataque isquémico transitorio o revascularizacion, en el grupo tratado con clopidogrel. En

cuanto a la seguridad, no se observaron diferencias en el nimero de hemorragias.

La adicion del inhibidor del receptor plaquetario P2Y 1, clopidogrel, a la aspirina en los
pacientes que se someten a ICP ha reducido drasticamente la tasa de episodios
cardiovasculares mayores relacionados con eventos aterotromboéticos en comparacion con
la aspirina en monoterapia (38,44). A pesar de ello, no todos los pacientes se benefician de

igual forma de la doble terapia antiplaquetaria, y algunos contintan sufriendo recurrencias
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isquémicas, como la trombosis del stent, lo que aumenta de manera significativa la

morbilidad y la mortalidad (38,45).

Numerosos estudios observacionales han demostrado una relacion entre los niveles de
reactividad plaquetaria y el riesgo de eventos cardiovasculares adversos tras una ICP
(46,47). Asi, en el estudio EXCELSIOR (“Impact of Extent of Clopidogrel-Induced
Platelet Inhibition During Elective Stent Implantation on Clinical Event Rate”) (48) en el
que se reclutaron 802 pacientes que se sometieron a intervencionismo coronario electivo
tras una dosis de carga de 600 mg de clopidogrel, se midi6 la agregacion plaquetaria y se
observd que los pacientes con mayor agregacion plaquetaria presentaban mayor tasa de

eventos cardiovasculares.

1.7.1. Duracion de la doble terapia antiagregante

La duracion optima del doble tratamiento antiplaquetario en los pacientes con SCA es
objeto de importante controversia e investigacion. Las guias de practica clinica de la
Sociedad Europea de Cardiologia recomiendan afiadir un inhibidor P2Y;, al &cido
acetilsalicilico (AAS) y mantenerlo durante 12 meses en pacientes con SCASEST (6) y en

pacientes con IAMCEST que se someten a angioplastia primaria (49).

Sin embargo, otros estudios han observado que una duracion de la doble terapia con AAS y
clopidogrel igual o superior a 12 meses se asocia con una disminucion del riesgo de re-
ingresos en pacientes con SCA sometidos a ICP (50,51). El estudio DAPT (“Dual
AntiPlatelet Therapy”) (51) evalud la eficacia y seguridad de prolongar el doble
tratamiento antiplaquetario mas alld de 12 meses en pacientes con stents farmacoactivos.

Los pacientes fueron aleatorizados para continuar recibiendo una tienopiridina o para
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recibir placebo durante 18 meses. Los pacientes que continuaron con una tienopiridina
presentaron una incidencia menor de trombosis del stent y eventos adversos
cardiovasculares y cerebrovasculares que los pacientes que recibieron placebo. En cuanto a
la seguridad, las tasas de hemorragias moderadas o graves fueron mayores en los pacientes
que continuaron el tratamiento con tienopiridinas que en el grupo de placebo. Por el
contrario, en el estudio de Park et al. (52) que compard la continuacion de la doble terapia
durante mas de 12 meses frente al uso de AAS en monoterapia, no encontraron diferencias
en la incidencia de infarto de miocardio o muerte de origen cardiovascular en pacientes con

stents farmacoactivos.

Por otra parte, algunos autores han valorado una duracion mas corta de la doble terapia.
Los estudios ISAR-SAFE (“Intracoronary Stenting and Antithombotic Regimen: Safety
And EFficacy of 6 months dual antiplatelet therapy after drug-eluting stenting”) (53),
SECURITY (“Second generation drug-eluting stent implantation followed by six- versus
twelve- month dual antiplatelet therapy”) (54) y EXCELLENT (“The Efficacy of
Xience/Promus versus Cypher to reduce late loss after stenting”) (55) evaluaron la no
inferioridad de la doble terapia durante 6 meses frente comparada con un tratamiento de 12
meses en pacientes sometidos a ICP. En ninguno de los trabajos se apreciaron diferencias

en términos de eficacia o de seguridad entre las dos duraciones del tratamiento (53-55).

En la misma linea, los estudios ITALIC (“Is There A Life for DES after discontinuation of
Clopidogrel”) (56) y PRODIGY (“Prolonging Dual Antiplatelet Treatment After Grading
Stent-Induced Intimal Hyperplasia Study”) (57) compararon la doble terapia
antiplaquetaria durante 6 meses frente a 24 meses. En el primero, no se encontraron

diferencias en la aparicion de eventos tromboticos o episodios hemorragicos, y la duracion
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de 6 meses mostrd no ser inferior a la de 24 meses (56). En el segundo, la duracion de 24
meses no fue mas efectiva que la de 6 meses en reducir el riesgo de muerte, infarto de
miocardio o accidente cerebrovascular. Sin embargo, la terapia prolongada se asocidé con

un mayor riesgo de eventos hemorragicos graves (57).

Por ultimo, los estudios OPTIMIZE (“OPTIMIzed duration of clopidogrel therapy
following treatment with endeavor Zotarolimus-Eluting stent in real-world clinical
practice”) (58,59) y RESET (“Real Safety and Efficacy of 3-month dual antiplatelet
Therapy following Endeavor zotarolimus-eluting stent implantation’) (60) evaluaron la no
inferioridad de acortar el tratamiento a 3 meses frente a la duracion convencional de 12
meses en pacientes con enfermedad arterial coronaria (59) y en pacientes con angina o
IAM sometidos a ICP (60). Los resultados demostraron la no inferioridad de la terapia de 3

meses en la aparicion de eventos cardiovasculares mayores.

1.8. Resistencia al tratamiento

A pesar del beneficio del tratamiento antiagregante, se ha observado que la reactividad
plaquetaria es variable y que los pacientes no responden de manera uniforme a esta terapia
(35), es decir, un gran nimero de pacientes presenta una inhibicion plaquetaria incompleta
(61,62) y, es conocido que, una elevada reactividad plaquetar a pesar del tratamiento,
también llamada pobre respuesta a clopidogrel (PRC), se asocia con mayor riesgo de

complicaciones isquémicas y un pronodstico mas desfavorable (63—-65).

Se define resistencia o falta de respuesta como una inhibicién plaquetaria inadecuada a

pesar de un correcto tratamiento antiagregante, es decir, cuando tras realizar test
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bioquimicos funcionales se comprueba que la agregacion plaquetaria no ha sido inhibida
por el tratamiento antiagregante. Por su parte, se define resistencia clinica o fallo del
tratamiento como la ocurrencia de un evento cardiovascular a pesar de una correcta

administracion y una correcta adherencia al farmaco (35,66).

A pesar de recibir un tratamiento adecuado con una dosis de carga de clopidogrel de 300
mg seguido de una dosis de mantenimiento de 75 mg diarios, la PRC es un fenémeno
relativamente frecuente con una incidencia que varia entre el 5 y el 70% de los pacientes
(36,46,47,67-74). Este porcentaje difiere mucho entre unos estudios y otros debido a que
no existe un consenso sobre la prueba para medir la funcion plaquetaria ni el punto de corte
a utilizar para definir al paciente pobre respondedor. Existen multiples estudios que han
asociado la respuesta disminuida a clopidogrel con un aumento del riesgo de presentar
eventos cardiovasculares como trombosis del stent, eventos isquémicos, infarto de

miocardio periangioplastia o incluso la muerte (46—48,75-77).

Una respuesta a clopidogrel disminuida, medida como una elevada reactividad plaquetaria
a pesar de tratamiento se asocia con un aumento en el riesgo de infarto peri-angioplastia.
En el estudio de Ko et al. se observd que la PRC era un factor predictor de infarto peri-
angioplastia y eventos adversos cardiovasculares graves (63). Estos datos son comparables
con otros estudios en los que se ha observado una incidencia de infarto de miocardio peri-

procedimiento superior en los pacientes con elevada reactividad plaquetar (71,78).

Algunos investigadores sugieren que podria existir una ventana terapéutica (figura 7) para

la inhibicion plaquetaria por los antagonistas del receptor P2Y 1, (79,80), lo que indica que
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una elevada reactividad plaquetar se asocia con eventos trombdticos mientras que una baja

reactividad plaquetar puede estar relacionada con eventos hemorragicos (76,81-83).
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Figura 7. Modelo que sugiere una ventana terapéutica para los inhibidores del receptor P2Y, (79).
CYP: citocromo P450, LTA: agregometria de transmision optica, MEA: agregometria de electrodo
multiple, TEG-ya: amplitud maxima en tromboelastografia, VASP: fosfoproteina estimulada por
vasodilatacion, VN: VerifyNow P2Y,.

1.8.1. Factores que influyen en la variabilidad de la respuesta

Los mecanismos que conducen a una PRC no son del todo bien conocidos y son
probablemente de origen multifactorial. Entre las causas que pueden contribuir a la PRC se
encuentra la variabilidad interindividual muy en relacion con los polimorfismos genéticos,
la medicacién concomitante, la falta de adherencia al tratamiento, la dosificacion
inapropiada, las interacciones farmacolédgicas, la dieta, la obesidad, el tabaquismo, la
ingesta de alcohol, la presencia de comorbilidades como la diabetes mellitus y la
resistencia a la insulina (84-90). Estos factores han sido clasificados por Angiolillo et al.

(91) en clinicos, celulares y genéticos (figura 8).
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Variabilidad de la respuesta a clopidogrel

Factores Factores Factores
genéticos celulares clinicos

Falta de prescripcign

Recambio plaguetario acelerado Mal cumplimiento

Polimorfismos de: Aumento de la exposicion a ADP et
MDR Reduccion de la actividad de CYP ﬁ}‘;:;i;:’;#;;"}g’r‘fmmé e
Isoformas de CYP Regulacion al alza de: Tobanui g
b aquismo
P21, Vi Fiax o Diabetes mellitus
GP lIb/llla Via de P2Y,

Sindrome coronario agudo

Vit Infiepaniionies Ga E2y indice de masa corporal elevado

Figura 8. Mecanismos involucrados en la variabilidad de la respuesta a clopidogrel (91).
ADP: adenosina difosfato, CYP: citocromo P450, GP IIb/Illa: glucoproteina IIb/Illa, MDR:
transportador de resistencia a multiples farmacos

1.8.1.1.  Factores clinicos

Entre los factores clinicos asociados a una respuesta insuficiente al clopidogrel, el
cumplimiento terapéutico es uno de los mas importantes. Una mala adherencia al
clopidogrel se asocia con peores resultados adversos. Sin embargo, este factor no es
suficiente para explicar la variabilidad individual y las complicaciones trombdticas que
aparecen con el tratamiento (92). La dosis de carga de clopidogrel también se relaciona con
la respuesta. La prevalencia de pobre respondedores es menor en los estudios que utilizan
una dosis de clopidogrel de 600 mg en comparacidon con los estudios con una dosis de

carga de 300 mg (93).

La variabilidad en la respuesta a clopidogrel se relaciona con el diagndstico del paciente,
de modo que, los pacientes con SCA presentan una mayor reactividad plaquetar a pesar de

tratamiento, es decir, responden peor que los pacientes con enfermedad coronaria estable
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(76). También se ha observado que los pacientes con SCA presentan mayor riesgo de sufrir

trombosis del stent (94).

Entre las caracteristicas clinicas que pueden afectar a la reactividad plaquetaria y, por
tanto, a la respuesta a clopidogrel se encuentran la presencia de diabetes mellitus o la
obesidad. Se ha observado que los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presentan una
menor inhibicion plaquetaria tras el tratamiento con clopidogrel en comparacion con los
pacientes no diabéticos (86,95), también se ha advertido que dentro de los pacientes
diabéticos, los pacientes insulino-dependientes presentan mayor agregacion plaquetaria a
pesar del tratamiento que los no insulino-dependientes (95). En cuanto a la obesidad, los
estudios previos muestran que los pacientes con un valor mas elevado de indice de masa
corporal (IMC) presentan una mayor agregacion plaquetaria tras la administracion de
clopidogrel que aquellos con un IMC normal (96). En este mismo sentido, en un estudio
que compard las caracteristicas basales de pacientes pobre-respondedores y normo-
respondedores a clopidogrel, los primeros presentaron un valor de IMC significativamente
superior (97). Algunos autores sugieren que podria ser necesario dosificar el clopidogrel en

funcion del peso (98).

Las interacciones farmacoldgicas son otro de los motivos de resistencia al disminuir la
biotransformacion del clopidogrel en su metabolito activo. Esto se debe a que el citocromo
P450 es el responsable del metabolismo de numerosos farmacos y sustancias que podrian

interferir en el metabolismo del clopidogrel (figura 9).
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Drugs interfering with gastric pH
~ [PPI, H2 recepior blockers)

Clopidogrel

Bisulfate Inactive Carboxylic
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Esterases Acid Metabolite
(85%)

CYP3A4/AS inducers: rifampin,St.
John's wort
CYP3A4IAS inhibitors: erythromycin,

“W #— nitedipine, troleandomycin, alorvastatin,
Hepatic P450 — ketoconazole, iiraconazole
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Figura 9. Interacciones farmacodinamicas que influyen en los niveles de metabolito activo (99).
cAMP: adenosin monofosfato ciclico, CYP: citocromo P450, PPI (proton pump inhibitors):
inhibidores de la bomba de protones.

Las estatinas lipofilas (atorvastatina, lovastatina y simvastatina) son sustratos del
citocromo P450, principalmente de CYP3A4, isoenzima que también participa en la
activacion de clopidogrel. Se ha observado que la accion de clopidogrel se ve atenuada en
presencia de atorvastatina y esta atenuaciéon aumenta cuando mayor es la dosis de
atorvastatina. Sin embargo, la inhibicion de la agregacion plaquetaria no se modifica
cuando el clopidogrel se administra junto con pravastatina ya que ésta no es metabolizada
por el CYP3A4. Este estudio llegd a la conclusion de que la atorvastatina, a las dosis
administradas rutinariamente a los pacientes, inhibe la actividad de CYP3A4 de forma
dosis-dependiente, y por lo tanto disminuye la transformacion de clopidogrel en su

metabolito activo (100). No obstante, algunos estudios no respaldan esta afirmacion (101).
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Asimismo, se ha observado que el clopidogrel era menos activo cuando se administraba de
forma concomitante con eritromicina, que es un inhibidor del CYP3A4 y en cambio, su
actividad aumentaba en presencia de rifampicina, inductor de CYP3A4 (100,102). Otros
farmacos inhibidores del CYP3A son el ketoconazol y el itraconazol. La inhibicién del
CYP3A disminuye la formacion del metabolito activo de clopidogrel, lo que se asocia con

una menor inhibicién de la agregacion plaquetaria (103,104).

Los inhibidores de la bomba de protones (IBP) se recomiendan en pacientes en tratamiento
con el doble tratamiento antiplaquetario con el fin de reducir el riesgo de hemorragia
gastrointestinal. Sin embargo, varios estudios muestran que la asociacion de clopidogrel
con los IBP reduce de forma significativa la inhibicion de la agregacion plaquetaria de
clopidogrel y la biodisponibilidad de su metabolito activo (87,101,105). Esto puede
conducir a un mayor riesgo de eventos adversos cardiovasculares mayores mediante la
alteracion de la farmacocinética de clopidogrel. Esta interaccion se debe a un efecto
competitivo de los IBP, especialmente de omeprazol y lansoprazol, sobre el CYP2CI19,
isoenzima que participa en la bioactivacion del clopidogrel (101). En el estudio OCLA
(“Omeprazole Clopidogrel Aspirin”) (105) realizado en pacientes sometidos a ICP en
tratamiento con clopidogrel se compar¢ la reactividad plaquetaria en pacientes tratados con
omeprazol y con placebo. Los pacientes del grupo de omeprazol presentaron valores mas
elevados de reactividad plaquetaria que los de placebo. Asimismo, el porcentaje de
pacientes pobre respondedores en el grupo de omeprazol fue mas del doble que en el grupo
de placebo. En el estudio de Burkard et al. (87), que evalu6 los resultados adversos en
pacientes sometidos a ICP, se observo que los pacientes tratados con clopidogrel junto con
IBP presentaban mayor tasa de eventos cardiovasculares mayores e IAM que los pacientes

sin IBP. Por el contrario, en el estudio aleatorizado doble-ciego COGENT (“Clopidogrel
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and the Optimization of Gastrointestinal Events”), que incluydo 3761 pacientes con
enfermedad arterial coronaria, se evalud la eficacia y seguridad de la combinacion de
clopidogrel con omeprazol frente a clopidogrel con placebo. Sus resultados muestran que
los pacientes en tratamiento con omeprazol presentaban menos eventos gastrointestinales
sin observarse diferencias en los eventos cardiovasculares entre los pacientes con y sin

omeprazol (106,107).

La Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios publicé en 2009 una nota
informativa sobre la posible interaccion entre el clopidogrel y los IBP, en la que se
desaconseja el uso concomitante de clopidogrel con omeprazol o esomeprazol, excepto
cuando se considere estrictamente necesario para prevenir el riesgo de hemorragia
digestiva alta, para lo cual debera realizarse una evaluacion individualizada del balance
beneficio/riesgo para cada paciente (108,109). Esto ha conducido a una disminucién en la
prescripcion de IBP asociados a clopidogrel, especialmente omeprazol aunque también

pantoprazol (110).

Los antagonistas de los canales de calcio inhiben el CYP3A4, por lo que su uso
concomitante con clopidogrel puede reducir la conversion de éste en su metabolito activo,
atenuando la inhibicion plaquetaria. Se ha observado que los pacientes que utilizan
antagonistas de los canales calcio junto con clopidogrel presentan valores mas elevados de
reactividad plaquetaria (111-113) y mayor riesgo de sufrir eventos cardiovasculares

adversos (112) que los pacientes en tratamiento solo con clopidogrel.

Las interacciones de clopidogrel no son s6lo farmacologicas sino que también se producen
con el tabaco o con la hierba de San Juan. El habito tabaquico también se relaciona con la
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variabilidad interindividual en la respuesta a clopidogrel ya que el tabaco es un potente
inductor de la isoforma CYP1A2, por lo que puede aumentar la biotransformacion del
clopidogrel. Algunos estudios han evidenciado que los fumadores activos presentan cifras
inferiores de reactividad plaquetar que los no fumadores y por tanto, una mayor inhibicion
de la agregacion plaquetaria; y este efecto es mas pronunciado en los pacientes que fuman
mas de 10 cigarrillos al dia (114,115). El habito tabaquico parece modificar el efecto

beneficioso de clopidogrel tanto en los resultados angiograficos como en los clinicos (116).

Por su parte, la hierba de San Juan es un inductor del CYP2C19 y del CYP3A4 que
aumenta la respuesta farmacodindmica del clopidogrel y disminuye la agregacion

plaquetaria (117).

1.8.1.2.  Factores celulares

Los factores celulares también pueden contribuir a la variabilidad en la respuesta a
clopidogrel. Un posible mecanismo es un recambio plaquetario acelerado, que produce una
mayor poblacion de plaquetas jovenes que son mas reactivas que las plaquetas mas
antiguas. El recambio plaquetario estd representado por la presencia de plaquetas
reticuladas, que son las formas mas jovenes de las plaquetas circulantes, que podrian tener
una mayor reactividad y, por tanto, empeorar la respuesta a clopidogrel (91). Esta relacion
se ha observado en el estudio de Cesari et al. (118) llevado a cabo en 372 pacientes con
SCA, en el que los pacientes con elevada reactividad plaquetaria presentaron un porcentaje
mas elevado de plaquetas reticuladas. Estos resultados estdn en consonancia con los del

estudio de Guthikonda et al. (119) en pacientes con enfermedad arterial coronaria estable.
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1.8.1.3.  Factores genéticos
Los polimorfismos de los genes involucrados en la absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion de clopidogrel y los relacionados con el receptor P2Y |, contribuyen a explicar

alrededor de un 20% de la variabilidad interindividual (82).

1.9. Farmacogenética.

Uno de los principales problemas de la farmacologia es la gran variabilidad interindividual
que aparece en la respuesta a los farmacos. La administracion de un mismo medicamento a
distintos sujetos a las dosis recomendadas produce diferentes respuestas, resultando eficaz

en la mayoria de ellos pero no en todos (120).

A principios del siglo XX (1902-1909), el médico Sir Archibald Garrod introdujo el
concepto de “chemical individuality” para describir la toxicidad de ciertos individuos con
una dosis de farmaco que era inocua para la mayoria (121,122). Garrod propuso que los
medicamentos sufrian una biotransformacion por vias metabolicas especificas, de manera
similar a los sustratos enddgenos, y que los defectos en estos procesos bioquimicos,
determinados genéticamente, podian ser la causa de las reacciones adversas de los
farmacos (123). En 1957, Arno Motulsky propuso que la eficacia de los farmacos y la
presencia de reacciones adversas a los medicamentos podria explicarse por variaciones
individuales determinadas genéticamente (124). Dos afios mds tarde, en 1959, Fredrich
Vogel acuio el término farmacogenética para designar el estudio del papel que juega la
variacion de los genes individuales en la respuesta a los medicamentos (125,126). Poco
tiempo después, en 1962, Werner Kalow sentd las bases de la Farmacogenética como

ciencia en su monografia “Pharmacogenetics: Heredity and Response to Drugs” (127).
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En la actualidad, la farmacogenética se define como la disciplina orientada al estudio de
los aspectos genéticos relacionados con la variabilidad en la respuesta de los pacientes a un
farmaco (121). Aunque generalmente se ocupa de los genes relacionados con el
metabolismo de los farmacos, se extiende a todos los factores involucrados en la
farmacocinética y farmacodinamia del farmaco (transportadores, receptores, enzimas,

canales 16nicos, etc.) (120).

La secuenciacion del genoma humano ha demostrado que el 99,9% del ADN (4cido
desoxirribonucleico) es practicamente idéntico en todos los individuos, y la diferencia se
debe a variaciones genéticas como el tamano de las secuencias repetidas, deleciones,
inversiones y, sobre todo, cambios en un solo par de nucledtidos denominados
polimorfismos de nucledtido simple (SNP). Por definiciéon, un polimorfismo es una
variante genética por la que se presentan varios alelos de un gen en una poblacion, que
pueden expresarse como diferentes fenotipos, y que aparecen con una frecuencia de al
menos el 1% en una poblacion (128), es decir, es una variacion en un lugar determinado de
la secuencia de ADN entre los individuos de una poblacion. Las variaciones genéticas mas

importantes son (figura 10) (121):

e Los polimorfismos de nucledtido simple (SNP) son los mas frecuentes
constituyendo hasta el 90% de todas las variaciones gendmicas. Son variaciones
que s6lo afectan a un par de bases de la secuencia de ADN [adenina (A), citosina
(C), guanina (G) o timina (T)] entre miembros de una misma especie y se asocian
con determinadas enfermedades y con distintas respuestas ante un mismo farmaco.
Los SNP se pueden clasificar en sindbnimos cuando la sustitucion en un par de bases

dentro de un codén no modifica el aminoécido codificado, y no sinénimos cuando
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la variacion provoca la sustitucion del aminodcido. Dicho cambio puede modificar
la estructura y la estabilidad de la proteina, su afinidad al sustrato o introducir un
codon de terminacion. Se pueden clasificar también en funcionales cuando alteran
la expresion del gen o la funcidn de la proteina y no funcionales cuando no tienen

ningun efecto.

Las inserciones o deleciones (INDEL) de entre 1 y 30 pares de bases son el
segundo tipo de polimorfismo mas frecuente y, dentro de este grupo, lo mas comun
es que afecte a un solo nucledtido (129). Cuando se encuentran en regiones
codificantes pueden causar disrupciones de la secuencia de lectura o, si ocurre en

regiones promotoras, pueden alterar la transcripcion del gen.

Las variaciones en numero de copias (CNV) afectan a grandes regiones del genoma
que pueden estar duplicadas o suprimidas. No se limitan a regiones dentro del gen,
sino que pueden comprender toda la secuencia de uno o incluso varios genes o

fragmentos cromosomicos.

1. SNP
A A
I T
SMNP sindnimo 3NP no-sinonimo
(N AHCl WA L C
SUSTRATO SUSTRATO SUSTRATO
SMNP no funcional k SMNP funcional
PROTEINA PROTEINA  PROTEINA
2. INDEL
Insarcion iI
Dalacion A
3.CNV
Duplicacidn [==1-] GEM B
Diafecion

Figura 10. Tipos de variaciones genéticas (121).
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Durante el proceso de absorcion, metabolismo, transporte y excrecion de un farmaco
intervienen numerosas proteinas. La sintesis de estas proteinas viene determinada por los
genes, es decir, por la secuencia de bases del ADN, por lo que una pequefia variacion en la
secuencia del gen que codifica una de estas proteinas puede originar una proteina distinta
que, al interactuar con el farmaco, provocara una respuesta diferente (130). Esta
heterogeneidad en la respuesta a los farmacos es el resultado de factores individuales del
paciente (genéticos y ambientales) y propios de la enfermedad. En este sentido, se admite
que los factores genéticos son responsables del 20-40% de las diferencias interindividuales

en la respuesta a los medicamentos (123).

La farmacogenética debe ser considerada como uno de los pilares de la medicina
personalizada, pues permite, en una poblacion especifica, relacionar aspectos genéticos con
la buena o mala respuesta del paciente a una determinada medicacion, es decir, conocer
qué farmacos pueden ser destinados a grupos especificos de pacientes definidos
genéticamente. También pretende medir qué medicamentos ofrecen mayor beneficio
terapéutico o menor riesgo de desarrollar una reaccion adversa (120). Conociendo cdmo
afecta un determinado polimorfismo genético al metabolismo y a la accién de los
medicamentos, es posible predecir para cada paciente qué medicamento es el que ofrece
mayor beneficio terapéutico y qué probabilidad existe de desarrollar una reaccién adversa

en funcion de su dotacion genética.

1.10. Farmacogenética del clopidogrel.
El clopidogrel es un profairmaco que requiere su bioactivacion antes de inhibir la funcién

plaquetaria, por lo que la variacion en la actividad enzimatica puede influir en el efecto
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terapéutico (131). El clopidogrel tiene una biodisponibilidad oral del 50% (132) y una
insuficiente biodisponibilidad del metabolito activo de clopidogrel a dosis terapéuticas

conlleva una inactivacion incompleta del receptor plaquetario P2Y 5.

El proceso de activacion del clopidogrel tiene dos etapas, el primer paso es el de mayor
importancia clinica, ya que determina la cantidad de clopidogrel que entra en la via de la
activacion. La contribucion de cada enzima en el primer paso de la bioactivacion es 35,8%
para CYP1A2, 19,4% para CYP2B6 y 44,9% para CYP2CI19. En el segundo paso la
contribucion es 39,8% para CYP3A4, 6,8% para CYP2C9, 32,9% para CYP2B6 y 20,6%
para CYP2C19 (133). Las variaciones genéticas de las enzimas hepaticas responsables del
metabolismo de clopidogrel son importantes factores de los distintos niveles circulantes de
su metabolito activo. Por tanto, no es de extrafiar que los polimorfismos en estos genes se
asocien con variaciones en la inhibicion plaquetaria y en la respuesta clinica al tratamiento

con clopidogrel.

1.10.1. Citocromo P450

El sistema del citocromo P450 estd compuesto por una familia de hemoproteinas
involucradas en cadenas de transporte de electrones, que se encuentran predominantemente
en el higado y que son responsables del metabolismo oxidativo de un gran numero de
farmacos. La familia del citocromo P450 comprende 57 genes que son altamente
polimorficos, con varios alelos que confieren una funcion alterada de la proteina en la
poblacion. Las variantes genéticas pueden dar lugar a una serie de efectos: toxicidad
debido a la acumulacién del farmaco como resultado de un déficit en el metabolismo, falta
de activacion de un profarmaco o metabolismo ultrarrapido con la consecuente falta de

efecto terapéutico (128).
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De acuerdo con los cambios funcionales en la proteina codificada encontraremos distintos
fenotipos en la poblacion, la mayoria de los individuos tienen una actividad enzimaética
normal (metabolizadores eficientes o extensivos), aunque también existen metabolizadores
lentos, intermedios y ultrarrdpidos. De éstos, los primeros son aquellos que poseen dos
alelos con ausencia total de actividad metabdlica, los intermedios son portadores de un
alelo funcional y otro no funcional o dos alelos parcialmente funcionales mientras que los
ultrarrapidos poseen multiples copias del gen funcional (134). Las consecuencias para los
individuos portadores de estos polimorfismos genéticos pueden ir desde la ausencia de

actividad farmacolodgica hasta la toxicidad severa (125).

Sin embargo, el impacto de estas variantes depende de si los farmacos se transforman en
metabolitos activos o inactivos. Si el farmaco se transforma en un metabolito activo, el
efecto del mismo serd mayor en los individuos metabolizadores lentos y mucho menor en
los ultrarrapidos. Por el contrario, si se trata de un profdrmaco que se metaboliza en su
forma activa, los metabolizadores lentos no tendran el efecto y los ultrarrdpidos podrian
presentar efectos adversos. El clopidogrel es un profarmaco que se activa a través de
enzimas polimorficas; por esta razon, los metabolizadores muy lentos podrian beneficiarse
de un tratamiento alternativo, los intermedios podrian recibir unas dosis un poco mas altas
que las de la poblacion y los metabolizadores ultrarrapidos dosis mas bajas que la media

(135).

El sistema de nomenclatura y clasificacion del citocromo P450, identifica a las enzimas
con las siglas CYP seguidas de un nimero que designa la familia, una letra que identifica

la subfamilia y otro numero que se corresponde con el gen. En una misma familia se
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agrupan aquellos enzimas cuya secuencia de aminodcidos tiene una similitud mayor del
40%, y dentro de una familia, se agrupan en subfamilias que se denominan
correlativamente empezando siempre por la letra A. El requisito para pertenecer a la misma
subfamilia es que tengan una homologia en la secuencia de aminoécidos superior al 55%.
Por ultimo, dentro de una misma subfamilia, los enzimas individuales se designan
empezando siempre por el numero 1 y se consideran diferentes siempre y cuando sus
respectivas secuencias difieran en mas de un 3%. La secuencia de referencia conocida
como genotipo salvaje o “wild type”, es la que representa la funcionalidad normal de la
proteina y suele coincidir con la de mayor frecuencia. La secuencia de tipo salvaje se
designa con el nombre del gen seguido de un asterisco y el numero 1. Todas las
variaciones de la secuencia se nombran con un asterisco seguido de un nimero correlativo

(136).

1.10.1.1. CYP2C9

La subfamilia 2C contiene mas de 10 genes, de los cuales, CYP2C9 y CYP2C19 participan
en el metabolismo de clopidogrel. CYP2C9 se expresa predominantemente en el higado,
representa aproximadamente el 20% del contenido hepatico y estd involucrado en el

metabolismo del 10 - 15% de las drogas o farmacos habituales (134).

Para el gen de CYP2C9, se han descrito mas de 30 SNPs diferentes en la region reguladora
y de codificacion, aunque su comportamiento polimoérfico estd principalmente representado
por sus dos variantes mas frecuentes: CYP2C9*2 y CYP2C9*3 (137); una sustitucion de
una citosina por una timina en la posicion 430 (430C>T) y sustitucion de una adenina por
una citosina en la posicion 1075 (1075A>C), respectivamente. Ambos polimorfismos

producen una disminucion de la actividad de CYP2C9 como consecuencia de una
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sustitucion de un aminoacido en la enzima (138). Su frecuencia difiere entre diferentes
grupos étnicos; la variante *2 se presenta principalmente en la poblacion caucasica (139),
mientras que su frecuencia en africanos y asiaticos es mucho menor (140). Por su parte, la
variante *3 es menos comun, con una frecuencia inferior al 10% en caucésicos y asiaticos,

y no se presenta en la poblacion africana (139).

1.10.1.2. CYP2C19

Los polimorfismos en este gen afectan al metabolismo de muchos fairmacos asi como a la
activacion de profarmacos como el clopidogrel, ya que el citocromo P450 2C19 participa
en los dos pasos de transformacion de clopidogrel en su metabolito activo. La presencia de
un alelo de pérdida de funcién no es un fenomeno infrecuente, aproximadamente un tercio
de la poblacion caucasica y dos tercios de la poblacion asiatica, son portadores de al menos

un alelo de pérdida de funcion (62,67,141-143).

Concretamente, el polimorfismo mas comun es el CYP2C19*2 (138,144,145), que es
responsable del fenotipo de metabolismo disminuido y se relaciona con una disminucion
de la actividad enzimatica y, por tanto, de la efectividad del clopidogrel. Este polimorfismo
tiene una frecuencia del 15% en caucésicos y del 30-35% en asidticos (139). Otras
variantes alélicas causantes de la reduccion o ausencia de la actividad enzimatica son *3,
*4, %5, *6, *7 y *8 (146,147) aunque presentan una frecuencia inferior al 1% (148), a
excepcion del polimorfismo CYP2C19*3 (149) en poblacion asidtica que aparece en torno

al 3-9% (67,140,147).

El polimorfismo CYP2C19*2 consiste en una sustituciéon de una guanina por una adenina

en la posicion 681 del exdén 5 que resulta en un splicing aberrante (681G>A) y el
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CYP2C19*3 es una sustitucion de una guanina por una adenina en la posicion 636 el exon

4 (636G>A) que provoca un coddn “stop” prematuro (150).

Numerosos estudios han observado que los pacientes portadores del polimorfismo
CYP2C19*2 presentan valores mas elevados de reactividad plaquetar que los no
portadores (64,142-145,148,150), asi como mayor riesgo de sufrir eventos adversos
cardiovasculares como se ha puesto de manifiesto en el metaandlisis realizado por Mega el
al. (151) que incluydo 9 estudios con 9685 pacientes tratados con clopidogrel v,

predominantemente con ICP.

Por su parte, la variante CYP2C19*17 es responsable del incremento de la transcripcion de
CYP2C19, causando un aumento de la actividad, es decir, es responsable del fenotipo de
metabolizador ultrarrapido. Este polimorfismo es una sustitucion de citosina por timina en
la posicion -806 de la region del promotor (-806C>T) que aparece con una frecuencia de
alrededor del 20% en caucasicos y afroamericanos, siendo menos comun en la poblacion
asiatica (146). E1 CYP2C19*17 que actiia como alelo de ganancia de funcion, se relaciona
con tasas de eventos aterotrombdticos inferiores pero también con un aumento del riesgo

de hemorragia (82,152—-154).

La herencia es codominante por lo que los portadores heterocigotos de estas variantes
presentan la mitad de la actividad que los portadores homocigotos. De este modo, las
variantes alélicas de CYP2C19 pueden dar lugar a los siguientes fenotipos: metabolizador
ultrarrdpido (*17/*17), répido (*1/*17), extensivo (*1/*1), intermedio (*1/*2, *1/*3,

*2/*17, *3/*17) y pobre (*2/*2, *3/*3, *2/*3). Se ha observado una buena correlacion
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entre estos fenotipos y los valores de reactividad plaquetaria mediante pruebas de funcion

plaquetaria (62,146,155).

1.10.1.3. CYP3A4

La importancia de la familia 3 reside en que participa aproximadamente en la
biotransformacion de entre el 45-60% de los farmacos, a través de su miembro mas
representativo, el CYP3A4, que en el higado representa el 30% del contenido total de
citocromos. Interviene en el metabolismo de un amplio rango de xenobidticos, asi como

del 50% de los farmacos utilizados actualmente que sufren metabolismo oxidativo (156).

Para el gen CYP3A4 se han descrito mas de 20 variantes, algunas de ellas con una
disminucién de la actividad (*6,*17 y *20) aunque se presentan una frecuencia tan baja
que se descarta su papel en la variabilidad interindividual (134). Otro polimorfismo que se
ha relacionado con una actividad significativamente menor es CYP3A4*1B, que explica en
cierta parte la base genética de la variacion interindividual en la expresion de CYP3A4. El
polimorfismo CYP3A4*1B estd localizado en la region promotora del gen y consiste en

una sustitucion de adenina por guanina en la posicion -392 del promotor (-392A>G) (157).

Se ha observado una prevalencia del polimorfismo CYP3A4*1B de un 3% en una
poblacion homogénea de pacientes caucasicos del centro de Espafia (157), sin embargo, es

mucho mas prevalente en poblacion de etnia afroamericana (158).

Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios (90,138,149,157,159—-161) que evaltien una
potencial asociacion entre el polimorfismo *1B del CYP3A4 y la respuesta a clopidogrel.

Estos estudios (90,138,149,157,159,161) se han realizado en sanos (161), en pacientes con
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enfermedad coronaria estable (157), remitidos para intervencionismo coronario electivo
(138,159), pacientes con antecedentes de trombosis de stent (149) o poblaciones mixtas de
enfermedad coronaria estable e inestable (90). Solo un estudio previo (160) se ha realizado
en pacientes con SCA, siendo ésta una poblacion especial con particularidades clinicas e
inflamatorias (162), y aunque no encontrdé un impacto de CYP3A4 sobre la reactividad

plaquetar, su ajuste estadistico por variables clinicas fue relativamente incompleto.

1.10.1.4. CYP1A2

El gen CYP1A2 no presenta polimorfismos de importancia clinica. Sin embargo, la enzima
codificada por este gen influye en el metabolismo de clopidogrel por el efecto inductor del
tabaco. Los pacientes fumadores presentan mayor actividad CYP1A2 que los no fumadores
(115), con el consiguiente aumento de la exposicion al metabolito activo y de los efectos

farmacodinamicos del clopidogrel en los fumadores.

1.10.1.5. CYP2D6

La enzima CYP2D6 es responsable del metabolismo del 25% de los farmacos de la
practica clinica. El gen CYP2D6 reside en el cromosoma 22 y se han descrito mas de 40
variantes alélicas que se correlacionan con cuatro fenotipos (ultrarrdpido, extensivo,
intermedio y pobre). Las variantes alélicas mas frecuentes en la poblacion caucasica para el
fenotipo pobre metabolizador son CYP2D6*4 y CYP2D6*3 mientras que las variantes
CYP2D6*10 y CYP2D6*17 son mas frecuentes en asiaticos y africanos, respectivamente.
Por su parte, las mutaciones responsables del fenotipo ultrarrapido presentan una

frecuencia muy baja en caucésicos (123).

53



En el estudio de Mega et al. (62) se observo que los portadores de los alelos de pérdida de
funcion de CYP2D6 tenian una tendencia hacia una menor concentracion de metabolito
activo de clopidogrel y una menor reduccion de la agregacion plaquetaria que los no

portadores.

1.10.2. Paraoxonasa 1 (PON1)

Otra enzima que participa en la activacion del clopidogrel, concretamente en la conversion
de 2-oxo-clopidogrel en su metabolito activo, es la PON1 que es una esterasa que cataliza
una reaccion de escision hidrolitica del anillo y-tiobutirolactona del 2-oxo-clopidogrel al

tiol farmacologicamente activo (163).

El polimorfismo mas estudiado para el gen que codifica esta enzima es Q192R, que
consiste en una sustitucion de glutamina (Q) por arginina (R) en la posicion 192. La
prevalencia de este polimorfismo varia entre grupos €tnicos siendo los genotipos QQ y QR
mas frecuentes en caucasicos y los genotipos QR y RR en afroamericanos (148). Los
resultados de la influencia de este polimorfismo en el metabolismo del clopidogrel son
contradictorios. El estudio de Bouman et al. (163) subraya que la mutaciéon Q192R resulta
en una bioactivacion de clopidogrel mas efectiva y que el genotipo salvaje QQ se asocia
con una menor exposicion al metabolito activo y una menor inhibicion plaquetaria de
clopidogrel, por lo que los individuos portadores del genotipo silvestre tienen mas riesgo
de sufrir trombosis del stent que los individuos con el genotipo RR. Sin embargo, otros
autores han observado que la reactividad plaquetaria es menor en los pacientes
homocigotos RR (164) y que los pacientes con el alelo silvestre (QQ y QR) tienen mayor
riesgo de complicaciones tromboticas (infarto de miocardio o trombosis del stent) que

aquellos con el genotipo RR (165). Finalmente, en otros estudios no se ha encontrado
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relacion entre este polimorfismo y la eficacia y la seguridad de clopidogrel en pacientes

con SCA (61,148,166—-168).

1.10.3. Otros
Ademas de los polimorfismos relacionados con el metabolismo del clopidogrel, se han
estudiado otras variaciones como las relacionadas con las diferencias en la absorcion

intestinal, en la inactivacion o en la union a la diana del farmaco (figura 11).
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Figura 11. Principales proteinas implicadas en el transporte y el metabolismo de clopidogrel (169).
ABCBI1: gen de la proteina transportadora de ATB subfamilia B miembro 1; CESI:
carboxilesterasa 1; CYP: citocromo P450; PON1: paraoxonasa 1; P2RY12: receptor P2Y 5.
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El gen ABCB1 (“ATP Binding Cassette subfamily B member I’’) también conocido como
MDRI1 codifica la glicoproteina P que es responsable de la absorcion intestinal de
clopidogrel. Se ha investigado el papel del polimorfismo C3435T (rs1045642) sobre los
niveles de metabolito activo, la reactividad plaquetar y los eventos cardiovasculares. En un
estudio realizado en 2208 pacientes con IAM se observd que los pacientes homocigotos
para el alelo T presentaban una tasa superior de eventos adversos cardiovasculares que los

pacientes portadores de al menos un alelo C tras un afio de seguimiento (170).

La carboxilesterasa 1 (CES1) es la primera enzima responsable de convertir clopidogrel, 2-
oxo-clopidogrel y el metabolito activo en derivados carboxilicos inactivos. El 85% del
clopidogrel administrado se degrada por esta enzima en el higado. Hasta la fecha, se han
llevado a cabo pocos estudios que evalien el efecto de las variantes genéticas de CESI.
Entre ellas se ha estudiado el polimorfismo G143E (rs71647871), que es una sustitucion de
una glicina por un 4acido glutdmico en la posicion 143. Los pacientes portadores de la
variante genética presentan niveles circulantes mas elevados del metabolito activo de

clopidogrel que los pacientes con el genotipo salvaje (171).

Por otra parte, ciertas variaciones genéticas en los genes responsables de la
farmacodinamia de clopidogrel se han relacionado con alteraciones en la respuesta a
clopidogrel. Se ha sugerido que dos polimorfismos, G52T (rs2046934) y T744C
(rs2046934), se asocian con una mayor expresion del receptor de P2Y, y, por tanto, con
una mayor reactividad plaquetaria en pacientes tratados con clopidogrel (172). Sin

embargo, en estudios posteriores no se ha podido confirmar esta relacion (173).
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De manera similar, los polimorfismos en el gen ITGB3, que codifica la subunidad beta del
receptor GPIIb/Illa podrian relacionarse con la respuesta a clopidogrel y los eventos

cardiovasculares (174).

1.11. Agregometria. Pruebas de funcion plaquetaria
Las pruebas de funcién plaquetaria se utilizan para monitorizar el resultado de la terapia
antiagregante, simulando el proceso fisiologico de adhesion y de agregacion de forma que

permiten cuantificar la respuesta plaquetaria e identificar una funcion anormal.

Tradicionalmente, la agregometria de transmision Optica ha sido el método mas utilizado
para evaluar la respuesta plaquetaria al tratamiento con clopidogrel y se considera el “gold
estandar”. Sin embargo, su aplicaciéon clinica presenta una serie de problemas, como la
necesidad de personal altamente cualificado, el volumen de sangre necesario, las
centrifugaciones repetidas y la duracion de la técnica. Ademas, se trata de una prueba
inespecifica ya que también mide la agregacion provocada por la unién del ADP a su
receptor P2Y, el cual no es inhibido por el clopidogrel. Todo esto hace que su utilizacion

de forma rutinaria esté limitada.

El andlisis VerifyNow P2Y,"” (Accumetrics, San Diego, California) es un método

estandarizado de diagnostico a la cabecera del paciente, rapido y facil de utilizar, que mide

la velocidad y extension agregacion plaquetaria inducida por ADP (figura 12).
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Figura 12. Sistema VerifyNow P2Y,.

El dispositivo de ensayo contiene una preparacion liofilizada de perlas revestidas de
fibrindgeno humano, activadores de plaquetas y una mezcla tampon. Este sistema de
deteccion Optica realiza una medicion turbidimétrica de la aglutinacion de las plaquetas a
las microesferas revestidas de fibrindgeno, basdndose en la capacidad de las plaquetas
activadas para unirse al fibrindgeno. Las microparticulas recubiertas de fibrindgeno se
agregan en la sangre completa de forma proporcional al nimero de receptores plaquetarios

de la GP IIb/Illa expresados (figura 13).
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Figura 13. Aglutinacion de las plaquetas a las microesferas de fibrindgeno.

El instrumento VerifyNow P2Y;, mide la agregacion de las plaquetas como un aumento de
transmision de la luz y utiliza un algoritmo para comunicar el cambio de la sefial 6ptica en

unidades de reaccion de P2Y, (PRU). Cuanto menor es el valor de PRU, es decir, cuanto
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menor es la reactividad plaquetaria, mayor es la inhibicién de la agregacion plaquetaria

producida por el clopidogrel (figura 14).
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Figura 14. Relacion entre la reactividad plaquetaria y el riesgo de eventos isquémicos.

La tasa de agregacion de las microesferas es mas rapida y reproducible si las plaquetas
estan activadas; por tanto, se incorpora como agonista el reactivo ADP al canal de prueba
para inducir la activacion plaquetaria. Se incluye en la mezcla reactiva prostaglandina E1
(PGE)) para reducir la unién de ADP a los receptores P2Y; y aumentar la especificidad del
resultado de PRU para reflejar la agregacion plaquetaria mediada por P2Y;, (175). Los
reactivos estan formulados para que alcancen concentraciones de reaccion de ADP 20 uM
y PGE1 22 nM. De modo similar, se incorporan a un segundo canal del dispositivo de
prueba otros dos activadores: iso-TRAP (péptido activador del receptor de la trombina) con
PAR4-AP (péptido activador del PAR4) y microparticulas recubiertas de fibrindogeno. Iso-
TRAP induce la agregacion plaquetaria independientemente del receptor P2Y,. El sistema
mide el cambio en la transmision de este canal como un aumento de luz, calcula la funcion
plaquetaria basal de la muestra y comunica el resultado de porcentaje de inhibicion para la

muestra (176,177).

El analisis VerifyNow P2Y; se ha disefiado para facilitar el control de pacientes que han
sido tratados con inhibidores del receptor P2Y; al identificar a los pacientes que corren

mayor riesgo de futuros episodios trombdticos o hemorragicos (68,69,178). Se trata de un
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método que aporta los resultados de la respuesta al clopidogrel en menos de 5 minutos, sin

necesidad de preparar la muestra y con bajos volumenes de la misma.

Finalmente, los resultados del sistema VerifyNow P2Y |, muestran una buena correlacion
con los métodos Opticos de agregometria convencionales (68,179,180) asi como la
capacidad de identificar a los pacientes con mayor riesgo de eventos adversos

cardiovasculares (63).
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2. Justificacion

Los beneficios de la doble antiagregacion con aspirina y clopidogrel en pacientes con SCA
sometidos a ICP estan ampliamente confirmados. Sin embargo, a pesar de una adecuada
adherencia al tratamiento, una proporcion sustancial de pacientes presenta una respuesta
disminuida al clopidogrel, lo que se asocia con un mayor riesgo de complicaciones

isquémicas.

Entre los distintos factores que pueden explicar la respuesta farmacologica a clopidogrel se

encuentran los factores genéticos, entre otros los relacionados con su metabolismo.
En los ultimos 15 afios se han desarrollado dispositivos a la cabecera del paciente, como el
VerifyNow™, que identifican a los pacientes pobre respondedores en pocos minutos y sin

necesidad de procesar la muestra.

Por este motivo nos planteamos analizar la importancia de un grupo de 6 polimorfismos

relacionados potencialmente con una pobre respuesta a clopidogrel.
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3. Hipaotesis

La hipotesis del presente trabajo es que los polimorfismos relacionados con el metabolismo
de clopidogrel, mas alla de variables clinicas, pueden justificar una fraccion significativa
de la variabilidad interindividual en la respuesta a clopidogrel, y por tanto, representar
potenciales marcadores farmacogenéticos que podrian emplearse como herramientas para
predecir la respuesta a este farmaco, facilitando con ello el tratamiento individualizado

para cada paciente.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo principal

Examinar el impacto de un conjunto de seis polimorfismos implicados en el metabolismo
de clopidogrel, ajustado por un panel extenso de variables clinicas, sobre la reactividad

plaquetar en pacientes con SCA tratados con clopidogrel.

4.2. Objetivos secundarios

1. Cuantificar la prevalencia de la elevada reactividad plaquetar a pesar de tratamiento

con clopidogrel.

2. Definir el perfil del paciente con elevada reactividad plaquetar a pesar del tratamiento

con clopidogrel.

3. Comparar el valor del genotipado frente a las variables clinicas en la prediccion de la

elevada reactividad plaquetar a pesar de tratamiento con clopidogrel.

4. Evaluar el impacto prondstico a 1 afio del genotipado de seis polimorfismos

relacionados con el metabolismo de clopidogrel.

5. Evaluar el impacto prondstico a 1 afio de la elevada reactividad plaquetar a pesar de

tratamiento con clopidogrel.
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Métodos
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5. Métodos.

5.1. Poblacion

Realizamos un estudio observacional y prospectivo, desde junio de 2011 a enero de 2012,
de pacientes reclutados de forma prospectiva y consecutiva con diagndstico de SCA,
remitidos para cateterismo cardiaco que estaban recibiendo tratamiento con clopidogrel >
12 horas desde la dosis de carga de 300 6 600 mg (a eleccion del médico responsable). En
los pacientes en los que no se constatd que hubieran recibido dosis de carga de clopidogrel,

se exigio al menos 24 horas desde la primera dosis.

Se obtuvieron de forma detallada las caracteristicas clinicas y demograficas de cada
paciente incluidos los antecedentes y comorbilidades, asi como el tratamiento
concomitante y la informacion detallada de la ICP. Las variables recogidas fueron edad,
sexo, peso, talla, factores de riesgo cardiovascular (hipertension arterial, dislipemia,
tabaquismo, diabetes), antecedentes de cardiopatia isquémica personales o familiares,
antecedentes de revascularizacion coronaria, diagndstico al ingreso, elevacion de
marcadores miocardicos de necrosis (troponina cardiaca o creatinkinasa isoforma MB),
cambios electrocardiograficos al ingreso (anormalidades de la onda T y/o descenso/ascenso
del segmento ST), datos analiticos al ingreso (hemoglobina, hematocrito, leucocitos,
recuento plaquetar, colesterol total, colesterol HDL (lipoproteinas de alta densidad) y LDL
(lipoproteinas de baja densidad), triglicéridos, creatinina sérica y filtrado glomerular
estimado), fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), reactividad plaquetar y
porcentaje de inhibicién plaquetar, medicacion concomitante, nimero de vasos coronarios
afectados, nimero y tipo de stents y longitud total, eventos intrahospitalarios y durante el
seguimiento (angina inestable, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, trombosis

del stent y muerte por cualquier causa).
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Se implantaron stents metalicos convencionales o liberadores de farmacos, siguiendo las
recomendaciones actuales, segiin el criterio del cardidlogo intervencionista. Tras la ICP,

todos los pacientes recibieron aspirina y clopidogrel.

Se consideraron como criterios de exclusion la presencia de valvulopatias o
miocardiopatias significativas, las enfermedades concomitantes con una esperanza de vida
inferior a un afio, los pacientes que no firmaron el consentimiento informado y aquellos
pacientes que fueron tratados con inhibidores endovenosos del receptor GP Ilb-I1la de la

plaqueta.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica de nuestro centro y cumple con la Declaracion de

Helsinki de 1975 y sus actualizaciones posteriores.

5.2.  Funcion plaquetaria

Se extrajeron 15 cc de sangre periférica del introductor arterial antes del uso de
anticoagulantes en la sala de hemodindmica. Se llenaron dos tubos de citrato sodico 3,2%
(Vacuette®, Greiner Bio-One, Monroe, North California) y se esperd un tiempo entre 15 y
30 minutos antes de la determinacion, segln las instrucciones del fabricante, para alcanzar

la temperatura ambiente.

El efecto inhibitorio del clopidogrel en la reactividad plaquetar fue medido con el
analizador VerifyNow®™ (Accumetrics Inc. San Diego, CA, EEUU). Los resultados del test

S€ expresan Como:
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e “Unidades de reaccion de P2Y > (PRU)”: reactividad plaquetar por agonistas del
ADP, indican la cantidad de agregacion mediada por el receptor P2Y 12 especifica
de la plaqueta y se calculan en funcién de la tasa y el grado de agregacion

plaquetaria en el canal de ADP.

e “PRU base”: estimacion de la reactividad plaquetar (basal) por agonistas del
receptor la trombina, es una medicion independiente basada en la tasa y el grado de
agregacion plaquetaria en el canal basal. Este resultado sirve como estimulaciéon de
la funcion plaquetaria basal del paciente independiente de la inhibicion del

receptor P2Y ,.

e “Porcentaje de inhibicion™: es el cambio porcentual respecto a la agregacion basal y

se calcula a partir del resultado de PRU y de PRU base.

% de inhibicion = (BASE - PRU) x 100
BASE

Se empled el punto de corte PRU > 208 especificado por el fabricante para la definicion
del paciente pobre respondedor (176) y utilizado en estudios previos en pacientes que se
han sometido a intervencion coronaria percutdnea (181). Se ha observado que un valor
inferior a 208 PRU se asocia con menor riesgo de muerte cardiovascular, infarto de

miocardio y trombosis del stent (75).

5.3. Extraccion del ADN
Se obtuvieron muestras de sangre periférica del introductor arterial en tubos con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) de los que se extrajo la capa leucoplaquetar por

centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos.
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La extraccion del ADN se realizd de la capa leucoplaquetar utilizando el QIAamp® DNA
minikit y el extractor automatico de &cidos nucleicos QiaCube® (Qiagen, Hilden,
Alemania). El sistema QIAamp”® permite el aislamiento y purificacion del ADN en cuatro
etapas (lisis, union, lavado y elucién) que se integran sin interrupciones con el sistema
automatizado QIAcube® (figura 13). El procedimiento de purificacion es el siguiente

(182):

e Lisis de las células presentes en la muestra de sangre en condiciones de

desnaturalizacion a altas temperaturas.

e Unidn del ADN del lisado celular a la membrana de la columna de centrifugacion.
Se anade etanol a los lisados y se dispensan en una columna de centrifugacion, a
medida que el lisado la atraviesa, el ADN se adsorbe sobre la membrana de gel de

silice mientras que los contaminantes pasan a través de la misma.

e Lavado de la membrana, mientras que el ADN se mantiene unido a la membrana de
la columna de centrifugacion, los contaminantes se eliminan de manera eficaz con

dos soluciones tampon de lavado.

e FElucion del ADN de la membrana con la solucion tampoén de elucion.

La cuantificacion del ADN se llevo a cabo mediante metodologia de absorbancia UV

utilizando el espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer” (Hamburgo, Alemania).
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5.4. Genotipado

Se estudiaron 6 tagged-SNPs que permiten identificar los siguientes alelos en genes
involucrados en el metabolismo del clopidogrel (tabla 1): CYP2C9*2 (rs1799853),
CYP2C9*3  (rs1057910), CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2C19*17 (rs12248560),

CYP3A4*1B (rs27405749) y PON1-Q192R (rs662) (169).

Tabla 1. Caracteristicas de los polimorfismos estudiados.

Alelo Camb,1 0, de Denominacion | Efecto del alelo mutado ACTIVI,d ?d

nucledtido enzimatica

CYP2C9*2 430C>T rs1799853 Cambio de aminoacido Disminuida

CYP2C9*3 1075A>C rs1057910 Cambio de aminoacido Disminuida
CYP2C19*2 681G>A rs4244285 Defecto de empalme Ninguna/Disminuida

CYP2C19%17 | -806C>T | rs12248560 Aumento de la Aumentada

transcripcion
CYP3A4*1B | -392A>G rs27405749 | Variacién en el promotor Disminuida
PONI1-QI192R | 575A>G rs662 Cambio de aminoacido Disminuida

Se analizaron los genotipos sin conocer los valores de agregacion plaquetaria ni la

evolucion clinica de los pacientes.

El genotipado se realiz6 mediante discriminacion alélica (CYP2C19*2, CYP2C19*17 y
PON1-Q192R) por medio de sondas TagMan® proporcionadas por Applied Biosystems
(Foster City, CA, EEUU) o mediante sondas KASPar® (CYP2C9*2, CYP2C9*3 vy

CYP3A4*1B) (KBiosciences, Hertfordshire, Reino Unido).

Las sondas TagMan® y las sondas KASPar” se basan en la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) cuyo objetivo es copiar millones de veces una secuencia especifica de
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ADN mediante una reaccion llevada a cabo por la enzima ADN polimerasa. La PCR es una
reaccion enzimatica in vitro que se realiza en termocicladores y participan los siguientes
elementos: el molde (ADN), la enzima ADN polimerasa, los cebadores o “primers” que
son secuencias de oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia que se desea
amplificar y son complementarios a €sta, los desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs):
adenina, timina, citosina y guanina, que son las bases nitrogenadas con los que se
construyen las nuevas cadenas de ADN, el ion magnesio que es el cofactor enzimatico que
influye en la especificidad de la reaccidon, una solucion amortiguadora o buffer y agua

como disolvente de la reaccion.

5.4.1. Genotipado mediante sondas TaqMan®

El genotipado de los polimorfismos CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2C19*17 (rs12248560)
y PON1-Q192R (rs662) se realizo mediante sondas TagMan® en el Termociclador a
tiempo real 7500 Fast® de Applied Biosystems (Foster City, CA, EEUU). Estas sondas
estan validadas y separan las muestras en tres grupos: homocigotos para un alelo,

homocigotos para el otro alelo y heterocigotos.

El analisis de fluorescencia mediante sondas TagMan® se basa en primers especificos de
alelo que contienen dos tipos de moléculas fluorescentes (fluorocromos) segun el alelo y
un apantallador o quencher de esta fluorescencia. La sonda TagMan® es un
oligonucledtido que contiene fluorocromos en los dos extremos y es capaz de hibridar en
regiones internas y especificas de cada alelo. Esta sonda presenta un fluorocromo unido en
el extremo 5’ o reporter (FAM o VIC) y otro unido en el extremo 3’ o quencher (NFQ).
Cuando la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el

quencher mediante un proceso conocido como transferencia de energia de resonancia de
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Forster o transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET), que se traduce en la
anulacion de la fluorescencia de la sonda. Si la secuencia de ADN complementaria a los
cebadores y a la sonda esta presente, se produce la union de estos oligonucleo6tidos con el
ADN molde. Cuando la ADN polimerasa inicia el proceso de copiado desde el extremo 3’
del cebador degrada las sondas gracias a su actividad 5’ exonucleasa. Esta degradacion
hace que el reporter y el quencher se separen, produciéndose un incremento en la

fluorescencia que es registrado por los detectores del termociclador.

La separacion de la sonda del ADN posibilita que el proceso de extension del primer
continue hasta el final. Este proceso se repite en cada ciclo, dando lugar a un incremento en
la intensidad de la fluorescencia proporcional a la cantidad de producto generado. Asi, se
disefia una sonda TagMan® con la secuencia que corresponderia al alelo 1 unido a un
fluorocromo (VIC) y otra sonda con la secuencia que corresponderia al alelo 2 (FAM).
Cada sonda se unira de manera especifica a su secuencia complementaria, y al unirse sera
cuando la ADN polimerasa separe el reporter del quencher y la fluorescencia emitida sera

especifica de la secuencia a la que era complementaria (figura 15).
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‘\ Legend
”“” i_/ I || || 1 : |:.._/ 1Ll ||‘.|| 1L @ ve
Match Mismatch ® EAM
| @ Cuenchar
Allele @f
2 (—-\ ;\4’-? - £ N AmpiTag
b b A Gaold DIMA
i I : 0 T Polymerase
Match Mismatch ECRC

Figura 15. Funcionamiento de una sonda TagMan”. Cada sonda, unida a un fluorocromo diferente,
se une de manera especifica a una secuencia concreta, y la ADN polimerasa al ejercer su actividad
5’exonucleasa permite la liberacion del fluorocromo y la consecuente emision de fluorescencia.
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Para realizar la amplificacion del fragmento de ADN de interés para cada polimorfismo
mediante la PCR, se prepara una mezcla con TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) que contiene AmpliTaq Gold ADN polimerasa, dNTPs con dUTP, mas las
sondas especificas del gen, agua destilada y ADN. Las concentraciones y volimenes

especificos de cada reactivo se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de la mezcla de la reaccion para la
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa.

Reactivo Concentracion Volumen/muestra
2X TagMan PCR Master Mix 1X 12.5
20X SNP Genotyping Assay 1X 1.25
ADN 10ng/ul 11.25

Las reacciones se llevan a cabo en la placa de 96 pocillos MicroAmp Optical 96-well
Reaction Plate® (Applied Biosystems). Se carga toda la placa, se cubre con un adhesivo de
calidad optica y se coloca en el bloque térmico del sistema de deteccion 7900HT Fast
Real-Time PCR® (Applied Biosystems). Las condiciones para la amplificacion mediante la

PCR son:

e Desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos
e Paso de alineamiento 40 ciclos:
o Desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos

o Anillado y extension a 60°C durante 1 minuto

Tras la amplificacion se procede a la discriminacion alélica, empledndose el software de
deteccion 7500HT Fast Real-Time PCR que clasifica las muestras segn la fluorescencia

(figura 16).
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Figura 16. Representacion de la intensidad de sefal emitida por cada fluorocromo asociado a un
alelo diferente. El eje X corresponde a la intensidad de sefial del fluorocromo VIC asociado al alelo
A, yelejeY ala senal del fluorocromo FAM asociado al alelo G. Dependiendo de la intensidad de
cada uno de ellos se clasificaran como: homocigoto alelo A (si solo existe fluorescencia VIC),
homocigoto alelo G (si solo existe fluorescencia FAM) y heterocigoto (si existen ambas
fluorescencias).

El incremento del ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacion de las
sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de fluorescencia emitida. El
empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la deteccion y permite identificar

polimorfismos o mutaciones puntuales.

5.4.2. Genotipado mediante sondas KASPar®

La deteccion de los polimorfismos CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910 y
CYP3A4*1B (rs27405749) se realizo mediante sondas KASPar® (KBiosciences,
Hertfordshire, Reino Unido) empleando tecnologia FRET. El ensayo KASPar® es capaz de
discriminar mediante una PCR alelo especifica competitiva, los alelos de un SNP en un
locus especifico a partir de ADN gendmico, utilizando el equipo de PCR-RT 7500F" de

Applied Biosystems (Foster City, CA, EEUU) en placa de 96 pocillos.
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Este sistema utilizada una Taq polimerasa modificada sin actividad 3’-5’ exonucleasa y
cebadores que generan productos de PCR fluorescentes que permiten genotipar el SNP en
un Unico paso. Este sistema estd disefiado como un ensayo multiplex que detecta ambos
alelos en un unico tubo de reaccion con tres primers especificos para el SNP sin marcar y
dos primers universales marcados con fluorescencia. Estos ultimos primers si no se unen al
ADN molde adoptan una estructura de horquilla en donde la molécula de fluorocromo se
encuentra muy proxima a un quencher que le impide la emision de fluorescencia. En
cambio, cuando son complementarios al ADN molde, la estructura de horquilla se rompe y

el fluorocromo es capaz de emitir fluorescencia que es medida por el detector.

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones (figura 17):
e 94°C durante 15 minutos
e 35 ciclos de 57°C durante 25 segundos

e 72°C durante 40 segundos.
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Figura 17. Etapas del genotipado con sondas KASPar®. Los detalles del
método utilizado se pueden encontrar en http://www.kbioscience.co.uk
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5.5.

Definiciones.

Diabetes mellitus: glucemia en ayunas > 126 mg/dL, glucemia ocasional > 200
mg/dL y sintomas de diabetes mellitus (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de
peso), glucemia plasmatica > 200 mg/dL a las 2 horas de una prueba de tolerancia
oral de glucosa (75 g de glucosa), hemoglobina glicosilada > 6,5% o precisar

tratamiento hipoglucemiante.

Dislipemia: cifras de colesterol total > 220 mg/dL y/o colesterol LDL > 130 mg/dL

o precisar tratamiento hipolipemiante.

Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) deprimida: volumen de
eyeccion dividido por el volumen diastolico final del ventriculo izquierdo inferior

al 50%, evaluada mediante ecocardiograma o ventriculografia.

Hipertension arterial (HTA): tension sistdlica > 140 mm Hg y/o tension diastolica >

90 mm Hg o precisar tratamiento hipertensivo.

Infarto peri-angioplastia: elevacion de troponina I y/o creatinquinasa isoforma MB
>3 veces respecto del nivel de referencia en nuestro medio si los niveles eran
normales previamente o cualquier re-elevacion (si ya eran elevados) sobre los
niveles previos tras el procedimiento intervencionista. Con esta finalidad y como es
préctica en nuestro centro, se determinaron la troponina I y creatinquinasa isoforma

MB en tres ocasiones dentro de las primeras 24 horas tras el procedimiento.

Pobre respuesta a clopidogrel (PRC): como se ha indicado anteriormente, definimos
PRC como una elevada reactividad plaquetar definida como un valor de PRU igual

o superior a 208 unidades mediante el sistema VerifyNow P2Y ;.
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Sindrome Coronario Agudo (SCA): evento cardiaco agudo producido por una
obstrucciéon parcial o completa de una arteria coronaria. Abarca el SCA con
elevacion del segmento ST (SCACEST), el SCA sin elevacion del segmento ST
(SCASEST) y la angina inestable. Su diagndstico se realiza en base a los hallazgos
clinicos que incluyen el dolor toracico tipico, los cambios en el electrocardiograma
(alteraciones de la onda T/segmento ST sugestivas de isquemia) y la elevacion de

marcadores de necrosis miocardica (183).

Tabaquismo activo: pacientes fumadores activos.

Trombosis del stent: se puede diferenciar entre probable y definitivo. Se define
trombosis del stent definitivo como el sindrome coronario agudo y, o bien la
confirmacion angiografica de trombosis o la confirmacion patoldgica de trombosis,
mientras que se considera como trombosis del stent probable como la muerte
inexplicable o infarto de miocardio en el territorio de un stent sin confirmacion

angiografica (46).

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media [+desviacion estandar (DE)] para variables
continuas con distribuciéon normal o como mediana [rango intercuartilico (RI)] para las no
normales. Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la distribucion
normal de los datos. Las variables categoricas se muestran como frecuencia (porcentaje).
Realizamos una valoracion transversal para explorar las variables asociadas a una PRC
mediante andlisis univariado (test de ji-cuadrado o el test de Fischer para las variables

categoricas y el test t de Student para las variables continuas).
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La confirmacion de que los genotipos cumplian con el equilibrio de Hardy-Weinberg se
evalud utilizando la prueba de ji-cuadrado de Pearson utilizando la calculadora de la

Universidad de Tufts, EEUU.

Se realizaron modelos de regresion logistica binaria siendo la variable dependiente PRC
(PRU>208). Fueron covariables aquellas que demostraron asociaciéon en el anélisis
univariado (p<0,05) o en estudios previos, bajo una perspectiva explicativa. Estas variables
fueron introducidas en un bloque mediante método por pasos hacia atras y estadistico de
razon de verosimilitud. Los polimorfismos de interés fueron introducidos en un segundo
bloque mediante método introducir. Se presenta la odds ratio (OR) y su intervalo de
confianza del 95% (IC 95%). La calibracion del modelo se calculd con el test de Hosmer-
Lemeshow y la discriminacion mediante el estadistico C. Estimamos el score ji-cuadrado
de cada covariable del modelo como método para evaluar la importancia relativa de cada
una dentro del mismo. Adicionalmente, calculamos el estadistico C (con su
correspondiente intervalo de confianza al 95%) para el modelo que solo incluia variables
clinicas, y lo comparamos con aquel que afiadia los polimorfismos genéticos, y se

compararon mediante un test de contraste de hipotesis.

En la evaluacion longitudinal, realizamos estadistica univariante para analizar las variables
asociadas con eventos adversos durante el seguimiento y andlisis de supervivencia
mediante curvas de Kaplan-Meier y test de rangos logaritmicos. El presente estudio fue
concebido como exploratorio (piloto) y por ello no se realizdé un célculo del tamafio

muestral a priori.
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El valor p < 0,05 fue elegido como punto de corte para la significacion estadistica en todos
los analisis. Se emplearon STATA 11 (StataCorp. 2009, TX, USA) y SPSS v20.0 (IBM,

USA) para realizar los analisis estadisticos.

5.7. Seguimiento.
El seguimiento de los pacientes a 1 afio se realizd telefonicamente y a través de las visitas
rutinarias en consultas externas. Se obtuvieron datos de seguimiento en el 100% de los

pacientes.

Se registr6 adicionalmente la incidencia de IAM peri-angioplastia intrahospitalaria
basandose en su asociacion con la elevada reactividad plaquetar observada en estudios

previos (63,71,78).

Durante el seguimiento extrahospitalario la variable principal fue el combinado de angina

inestable (que requiriera ingreso), IM no fatal, muerte por cualquier causa, accidente

cerebrovascular (ACV) y trombosis de stent (confirmada angiograficamente).
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas basales

Durante el periodo de estudio se incluyeron 278 pacientes, el 30,6% eran mujeres y la edad
media fue 66 (+11) afos. La distribucion porcentual por grupos de edad se muestra en la
figura 18. El indice de masa corporal (IMC) medio fue 30,0 (£15,8) kg/mz. Mas del 90%
presentaba al menos uno de los factores de riesgo cardiovascular “cldsicos”: hipertension
arterial (HTA), diabetes, dislipemia o tabaquismo. El 64,4% (n=179) presentaba HTA, el
58,3% (n=162) dislipemia, el 30,9% (n=86) eran fumadores activos y cabe destacar la
elevada proporcion de pacientes con diabetes mellitus (n=108, 38,8%) en la cohorte (figura

19).
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Figura 18. Edad por grupos.
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Figura 19. Factores de riesgo cardiovascular.
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El resto de caracteristicas y comorbilidades de los pacientes del estudio se muestran

detalladamente en la tabla 3.

Tabla 3. Comorbilidades.

Cohorte total (n=278)
Cardiopatia isquémica previa, n (%) 121 (43,5)
AF cardiopatia isquémica, n (%) 23 (8,3)
Angioplastia coronaria percutanea previa, n (%) 84 (30,2)
Bypass aorto-coronario, n (%) 12 (4,3)
Ictus, n (%) 10 (3,6)
Arteriopatia periférica, n (%) 11 (4,0)
EPOC, n (%) 18 (6,5)
IRC, n (%) 19 (6,8)

AF= Antecedentes familiares, EPOC= enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
IRC= Insuficiencia renal cronica.

En su gran mayoria se tratdé de pacientes con SCA sin elevacion persistente del segmento
ST (n=182, 65,5%), mientras que en 56 pacientes (20,1%) el diagnostico fue SCA con
elevacion del segmento ST. La incidencia de insuficiencia cardiaca al ingreso (definida
como un clase KILLIP > I), era del 9,7% (n=27). En un 63,7% de los casos (n=177)
apreciamos elevacion de troponina I por encima del valor de referencia de nuestro
laboratorio (>0,045 ng/mL). La funcion sistolica del ventriculo izquierdo se encontraba

deprimida en el 21,7% de los pacientes (n=55).

6.2.  Valores de laboratorio
Los valores de laboratorio resultantes de la analitica realizada al ingreso se muestran en la

tabla 4.
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Tabla 4. Datos de laboratorio al ingreso.

Cohorte total (n=278)

Hemoglobina, g/dL 13,8+1,9
Hematocrito, % 41,2+5,0
Plaquetas, x10e9/L 212,1£55,0
Leucocitos, x10e9/L 9,2+ 8,4
Creatinina, mg/dL 1,0+£0,5
MDRD, mL/min/1,73m’ 84,0+28,8
Colesterol total, mg/dL 176,0+48,5
Colesterol HDL, mg/dL 38,3£12,0
Colesterol LDL, mg/dL 107,3+£39,2
Triglicéridos, mg/dL 150,5+84,2

HDL= lipoproteinas de alta densidad, LDL= lipoproteinas de baja densidad, MDRD=
filtrado glomerular segin la formula Modification of Diet in Renal Disease abreviada.

6.3. Tratamiento con clopidogrel

Un 57,2% de los pacientes del estudio (n=159) recibieron dosis de carga de clopidogrel,
siendo la dosis de 300 mg la més frecuente (n=139, 91,4%). Entre los demas pacientes, la
dosis mas comun era de 75 mg diarios (n=118, 99,2%). Un 83,1% de los pacientes (n=231)
eran clopidogrel naive a la entrada en el estudio (no recibian clopidogrel previamente al
ingreso actual). La mediana de tiempo desde la primera dosis de clopidogrel hasta la

determinacion de la agregacion plaquetar fue de 5 dias (rango intercuartilico 2-10).

6.4. Tratamiento concomitante

La medicaciéon concomitante a la toma de clopidogrel (tratamiento intrahospitalario) se
muestra en la tabla 5. Destacamos que en un 37,9% de los casos, el paciente recibid un
inhibidor de bomba de protones simultaneamente, siendo el pantoprazol el mas frecuente

(63,8%) y a la dosis de 40 mg cada 24h (63,6%). Un 83,7% recibieron estatinas, sobretodo
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atorvastatina (91,3%) y a la dosis de 80 mg cada 24h (50,6%). Un 16,4% de los pacientes
recibieron un antagonista de los canales de calcio siendo el amlodipino el mas prescrito

(71,1%) y a la dosis de 5 mg diarios (51,1%).

Tabla 5. Tratamiento concomitante intrahospitalario.

Cohorte total (n=278)

Salicilatos, n (%) 278 (100)
IBP, n (%) 105 (37,9)
Anti Hy, n (%) 102 (36,8)
Estatinas, n (%) 231 (83,7)
IECA o ARAII, n (%) 206 (74.,9)
Diuréticos del asa, n (%) 51 (18,5)
Alfa bloqueantes, n (%) 9@3.3)

Beta bloqueantes, n (%) 210 (76,1)
Nitratos, n (%) 95 (34,5)
Antagonistas canales calcio, n (%) 45 (16,4)
Antagonista aldosterona, n (%) 14 (5,1)

AntiH,= Antagonistas de los receptores H,, ARAII= Antagonistas de los
Receptores de Angiotensina II, IBP= Inhibidores de la Bomba de Protones,
IECA= Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina.

6.5. Angiografia

Respecto a las caracteristicas angiograficas, el nimero medio de vasos con lesiones
significativas fue 1,5 (£1,1). E1 45,0% de los pacientes presentaban enfermedad de un solo
vaso, el 24,1% enfermedad de dos vasos y el 12,6% enfermedad de tres vasos. Se objetivod
lesién en la arteria descendente anterior en el 55,4% (n=153), en la arteria coronaria
derecha en el 49,6% (n=127), en la arteria circunfleja en el 38,4% (n=106) y en el tronco
coronario izquierdo en el 5,8% (n=16). Un 2,5% de los pacientes presentaron enfermedad

significativa de los injertos arteriales o venosos.
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El nimero medio de lesiones coronarias tratadas fue 1,1 (+0,9), con una media de 1,2
(£1,0) stents implantados, siendo la longitud total media de 29 (£28) mm. Se implant6 al
menos un stent en el 76,3% de los pacientes (n=212). Del total, el 70,6% fueron stents

farmacoactivos. En la tabla 6 se muestra la informacion relativa al procedimiento

intervencionista.
Tabla 6. Procedimiento intervencionista.
Pacientes con stent
(n=212)
Stent farmacoactivo, n (%) 149 (70,6)
BiolimusA9 “Biomatrix“-Nobori®”, n (%) 50 (23,7)
Zotarolimus “Endeavor™”, n (%) 54 (25,6)
Sirolimus “Cypher®/Cre8*”, n (%) 18 (8,5)
Tacrolimus “Optima®”, n (%) 4(1,9)
Everolimus “Xience®”, n (%) 23 (10,9)
Balén Paclitaxel, n (%) 4 (1,9
BMS, n (%) 44 (20,9)
Combinacion*, n (%) 14 (6,6)

BMS=Bare metal stent (stent metalico)
* representa una combinacién de balén y stent o stent metélico y
farmacoactivo.

6.6. Medicacion al alta

Tras el ingreso hospitalario, el 81,9% de los pacientes fueron dados de alta con
clopidogrel, siendo la dosis de 75 mg diarios la mas frecuente (81,7%). El resto del
tratamiento se muestra en la tabla 7. Destacamos que en el 40,3% se prescribié un IBP
siendo el pantoprazol el més frecuente (57,0%) seguido de omeprazol (28,0%), mientras
que en el 19,4% se prescribidé un antagonista de los receptores H,, mayoritariamente

ranitidina (97,9%).
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Tabla 7. Tratamiento farmacologico al alta.

Cohorte total (n=278)

Salicilatos, n (%) 250 (96,2)
Prasugrel, n (%) 11 (4,3)

Anti H,, n (%) 48 (19,4)
IBP, n (%) 100 (40,3)
IECA y ARA 11, n (%) 207 (81,8)
Diuréticos del asa, n (%) 48 (19,4)
Alfa bloqueantes, n (%) 8(3.,2)

Beta bloqueantes, n (%) 212 (83.8)
Nitratos, n (%) 41 (16,2)
Antagonistas canales calcio, n (%) 44 (17,4)
Estatinas, n (%) 231 (91.,3)
Antagonista aldosterona, n (%) 11 (4,1)

Acenocumarol, n (%) 12 (4,7)

AntiH,=antagonistas de los receptores H,, ARAII=Antagonistas de los
Receptores de Angiotensina II, IBP=Inhibidores de la Bomba de Protones,
IECA=Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina.

6.7.  Polimorfismos.

La tabla 8 muestra la distribucion de frecuencias de los genotipos CYP3A4*1B,
CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*17 y PONI1-QI192R. De forma
importante, los polimorfismos de este estudio estuvieron en su totalidad de acuerdo con la
ley de equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,798, p = 0,566, p = 0,388, p = 0,925, p = 0,469

y p = 0,210, respectivamente).
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Tabla 8. Distribucion de frecuencias de los genotipos.

Homocigotos . Homocigotos
) Heterocigotos ]
salvajes para la variante

CYP3A4 variante 1B, n (%) 252 (91,6) 23 (8,4) 0
CYP2C9 variante 2, n (%) 177 (66,3) 80 (30,0) 10 (3,7)
CYP2C9 variante 3, n (%) 232 (84,7) 41 (15,0) 1(0,3)
CYP2C19 variante 2, n (%) 201 (72,6) 72 (26,0) 4(1,4)
CYP2C19 variante 17, n (%) 172 (61,9) 93 (33,4) 13 (4,7)
PON1 Q192R, n (%) 121 (44,2) 115 (41,9) 38 (13,9)

CYP = citocromo P450, PON1 = paraoxonasa 1

Debido a la baja prevalencia de pacientes homocigotos para la variante, se muestran los
pacientes heterocigotos y homocigotos en el mismo grupo (tabla 9). El polimorfismo mas
frecuente fue PON1-Q192R [> 1 alelo C (R) presente en el 55,8%], mientras que el mas
infrecuente fue CYP3A4 (> 1 alelo 1B presente en el 8,4%). El resto de polimorfismos

presentaron frecuencias entre el 15,3 y el 38,1%.

Tabla 9. Prevalencia de los polimorfismos hepaticos
relacionados con el metabolismo de clopidogrel.

Cohorte total (n=278)
CYP3A4 > 1 alelo 1B, n (%) 23 (8,4)
CYP2C9 > 1 alelo *2, n (%) 90 (33,7)
CYP2C9 > 1 alelo *3, n (%) 45 (15,3)
CYP2C19 > 1 alelo *17, n (%) 106 (38,1)
CYP2C19 > 1 alelo *2, n (%) 76 (27,4)
PON1-Q192R > 1 alelo C (R), n (%) 153 (55,8)

CYP = citocromo P450, PON1 = paraoxonasa 1

6.8. Agregometria

En la cohorte total los valores medios de PRU fueron de 261,1+78,3 U, de PRU base de
298,8+55,2 U y de porcentaje de inhibicion a P2Y 12 de 15,8+17,7%. Identificamos como
pobre respondedores (PRU > 208) a 206 (74,1%) pacientes.
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La tabla 10 muestra los resultados de agregometria para los seis polimorfismos. Los

pacientes portadores de > 1 alelo *2 para CYP2CI19 presentaron valores de PRU

significativamente mayores respecto a los sujetos con genotipo original o “wild type” (wt)

y el porcentaje de inhibicion fue también significativamente menor. En el analisis

univariante, los pacientes portadores de > 1 alelo *1B del CYP3A4 presentaron valores de

PRU numéricamente superiores y de porcentaje de inhibicion inferiores. Idéntica

observacion se hizo cuando realizamos los analisis dicotomizando por PRU < 208 U.

Tabla 10. Resultados de la agregometria para los polimorfismos hepaticos
relacionados con el metabolismo de clopidogrel y reactividad plaquetar.

CYP3A4 wt/wt wt/*1B *1B/*1B valor
(n=252; 91,6%) (n=23; 8,4%) (n=0) P
PRU base 300,0+54,5 284,6+64,8 - 0,307
PRU 261,4+78,9 267,0+67,8 - 0,755
PRU < 208, n (%) 66 (26,2%) 4 (17,4%) - 0,354
Porcentaje inhibicion 15,9+17,7 11,9+15,5 - 0,398
Tiempo*, mediana (RI), dias 5,0 (8) 7,0 (18) - 0,311
CYP2C9 variante 2 wt/wt wt/*2 *2/%2 valor
(n=177; 66,3%) (n=80; 30,0%) (n=10; 3,7%) P
PRU base 299,0+55,1 301,4+57,0 293,9+50,9 0,677
PRU 265,9+78,7 252,1+£79,3 280,3+63,2 0,423
PRU <208, n (%) 39 (22,0%) 28 (35,0%) 1 (10,0%) 0,045
Porcentaje inhibicion 14,7+17,2 18,0+18,7 12,6£14,3 0,247
Tiempo*, mediana (RI), dias 5,0 (9) 4,5 (8) 554 0,703
CYP2C9 variante 3 wt/wt wt/*3 *3/%3 valor
(n=232; 84,7%) (n=41; 15,0%) (n=1; 0,3%) P
PRU base 299,1+55,1 291,5+50,7 400,0 0,219
PRU 262,8+79,1 257,3+73,5 288.,0 0,789
PRU < 208, n (%) 59 (25,4%) 11 (26,8%) 0 0,827
Porcentaje inhibicién 15,6£17,8 14,4+16,1 28.0 0,613
Tiempo*, mediana (RI), dias 5,0 (8) 5,0 (6) 12,0 0,513
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CYP2C19 variante 2 wt/wt wt/*2 *2/%2 valor
(n=201; 72,6%) (n=72; 26,0%) (n=4; 1,4%) P
PRU base 298,9+54,2 299,0+59.6 326,5+5,3 0,391
PRU 251,9+76,1 285,3+81,3 298,8+33.,4 0,020
PRU <208, n (%) 50 (29,4%) 13 (18,1%) 0 0,084
Porcentaje inhibicion 17,7£18,4 10,8+14,9 6,5£9,0 0,006
Tiempo*, mediana (RI), dias 5,0 (9) 6,0 (7) 6,5 (6) 0,416
CYP2C19 variante 17 wt/wt wt/*17 *17/*17 valor
(n=172; 61,9%) (n=93; 33,4%) (n=13; 4,7%) P
PRU base 297,2+57,1 299,9+53,3 312,5+52,1 0,660
PRU 261,7+81,8 259,3+71,5 166,5+83,2 0,882
PRU <208, n (%) 49 (28,5%) 22 (23,7%) 1 (7,7%) 0,213
Porcentaje inhibicion 16,0£17,5 15,2+17,8 18,1£21,3 0,848
Tiempo*, mediana (RI), dias 6,0 (8) 4,0 (8) 5,0 (9) 0,157
PON1 Q192R TT (QQ) CT (QR) CC (RR) valor
(n=121; 44,2%) (n=115; 41,9%) (n=38; 13,9%) P
PRU base 298,0+55,8 299,8+56,0 300,3+51,9 0,961
PRU 263,1+75,4 254,3+79,5 275,6+84,1 0,482
PRU <208, n (%) 30 (24,2%) 36 (31,3%) 6 (15,8%) 0,139
Porcentaje inhibicion 15,2+17,3 17,2+18,5 14,1+17,1 0,479
Tiempo*, mediana (RI), dias 4,0 (8) 5,0(7) 7,0 (6) 0,217

CYP = citocromo P450, PON1 = paraoxonasa 1, wt = genotipo salvaje

* Tiempo entre la primera toma de clopidogrel y determinacion de reactividad

6.9. Perfil del paciente con elevada reactividad plaquetar a pesar del tratamiento

Se presenta el perfil comparativo entre los pacientes normo y pobre-respondedores en la

tabla 11. Los pobre-respondedores eran mayores y tenian menor prevalencia de tabaquismo

activo.
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Tabla 11. Caracteristicas basales de la poblacion.

Pobre-respondedores

Normo-respondedores

(n=206, 74,1%) (n=72, 25,9%) p valor
Edad, afios 67,3£11,0 61,9£11,0 <0,001
Sexo femenino 66 (32,0) 19 (26,4) 0,370
IMC, kg/m’ 30,6+18,2 28,2442 0,265
FACTORES DE RIESGO
HTA, n (%) 137 (66,5) 42 (58,3) 0,213
Dislipemia, n (%) 121 (58,7) 41 (56,9) 0,791
Diabetes mellitus, n (%) 83 (40,3) 25 (34,7) 0,404
Tabaquismo activo, n (%) 53 (25,7) 33 (45,8) 0,001
COMORBILIDADES
Cardiopatia isquémica previa, n (%) 91 (44,2) 30 (41,7) 0,712
AF cardiopatia isquémica, n (%) 14 (6,8) 9(12,5) 0,130
ACTP previa, n (%) 61 (29,6) 23 (31,9) 0,711
Bypass aorto-coronario, n (%) 94,4 3(4,2) 1
Ictus, n (%) 8(3,9) 2(2,8) 1
Arteriopatia periférica, n (%) 7(3.4) 4 (5,6) 0,483
EPOC, n (%) 16 (7,8) 2 (2,8) 0,172
IRC, n (%) 17 (8,3) 2 (2,8) 0,173

ACTP= Angioplastia coronaria transluminal percutanea, AF= Antecedentes familiares, EPOC=
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, HTA= hipertension arterial, IMC= Indice de masa

corporal, IRC= Insuficiencia renal cronica.

En cuanto a su situacion clinica al ingreso, los pacientes pobre-respondedores presentaban

mayor incidencia de insuficiencia cardiaca (clase KILLIP > I). Observamos una tendencia

no significativa (p=0,07) hacia un mayor porcentaje de pacientes con disfuncion sistolica

del ventriculo izquierdo entre aquellos pobre-respondedores. Desde el punto de vista

analitico, exhibieron valores de hematocrito, hemoglobina, colesterol total y filtrado

glomerular estimado significativamente mas bajos (tabla 12).
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Tabla 12. Situacion al ingreso.

Pobre-respondedores | Normo-respondedores

(n=206, 74,1%) (n=72, 25,9%) pvalor
KILLIP >1, n (%) 25 (12,1) 2(2,8) 0,021
Cambios ECG*, n (%) 131 (63,6) 43 (59,7) 0,559
Elevacion troponina I, n (%) 126 (61,2) 51 (70,8) 0,142
FEVI deprimida, n (%) 46 (24,3) 9 (13,8) 0,076
DATOS DE LABORATORIO
Hemoglobina, g/dL 13,4+1,9 14,7+1,7 <0,001
Hematocrito, % 40,4+4,9 43.7+4,6 <0,001
Plaquetas, x10e9/L 214,9+56,0 204,1+51,7 0,153
Leucocitos, x10e9/L 9,6+9,5 8,2+2.9 0,228
Creatinina, mg/dL 1,0+0,5 0,9+0,3 0,092
MDRD, mL/min/1,73m’ 81,4+26,5 91,3+33,7 0,013
Colesterol total, mg/dL 172,1+47,0 186,2+51,1 0,045
Colesterol HDL, mg/dL 37,7+11,8 39,7+12,7 0,263
Colesterol LDL, mg/dL 105,6+39,2 111,8+39,1 0,294
Triglicéridos, mg/dL. 142,6+70,9 171,4+110,0 0,055

ECG= electrocardiograma, FEVI= Funcion sistolica del ventriculo izquierdo, HDL=
lipoproteinas de alta densidad, KILLIP= Presencia de insuficiencia cardiaca al ingreso segiin
la clasificacion Killip y Kimball, LDL= lipoproteinas de baja densidad, MDRD= filtrado
glomerular segun la formula Mofication of Diet in Renal Disease abreviada.

*desviacion de punto J > Imm excepto en la serie precordial y/o presencia de onda T
negativa simétrica > 3 mm excepto avk

Respecto al tratamiento con clopidogrel, no hubo diferencias entre pacientes pobre y
normo-respondedores en el tiempo desde la primera dosis hasta la determinacion de la
agregacion plaquetaria (8,75+16,28 dias vs 9,144+8,90 dias, p=0,846), en la administracion
de dosis de carga (116 pacientes (67,1%) vs 43 pacientes (70,5%), p=0,621) ni en el
numero de pacientes que habian recibido la dosis de carga de 300 mg de clopidogrel (100

pacientes (91,7%) vs 39 pacientes (90,7%), p=0,760).
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En la tabla 13 se muestra la medicacion concomitante a la toma de clopidogrel durante el
ingreso hospitalario. No se encontraron diferencias significativas en dicha medicacion

durante el ingreso entre los pacientes con y sin PRC.

Tabla 13. Tratamiento intrahospitalario.

Pobre-respondedores | Normo-respondedores

(n=206, 74,1%) (n=72, 25,9%) p valor
Salicilatos, n (%) 206 (100) 72 (100) 1
Anti Hy, n (%) 75 (36,6) 27 (37,5) 0,890
IBP, n (%) 80 (39,0) 25 (34,7) 0,517
IECA o ARAII, n (%) 149 (73,0) 57 (80,3) 0,225
Diuréticos del asa, n (%) 43 (21,1) 8(11,1) 0,061
Alfa bloqueantes, n (%) 6(2,9) 3(4,2) 0,701
Beta bloqueantes, n (%) 153 (75,0) 57 (79,2) 0,476
Nitratos, n (%) 71 (35,0) 24 (33,3) 0,801
Antagonistas canales calcio, n (%) 36 (17,8) 9(12,5) 0,295
Estatinas, n (%) 168 (82,4) 63 (87,5) 0,309
Antagonista aldosterona, n (%) 12 (5,9) 2(2,8) 0,532

AntiH,=antagonistas de los receptores H,, ARAII=Antagonistas de los Receptores de Angiotensina
II, IBP=Inhibidores de la Bomba de Protones, IECA=Inhibidores de la Enzima Convertidora de
Angiotensina.

En la tabla 14 se describen las caracteristicas angiograficas de la poblacion, sin presentarse

diferencias estadisticamente significativas entre los paciente pobre y normo respondedores.
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Tabla 14. Datos angiograficos y funcion ventricular izquierda.

Pobre-respondedores | Normo-respondedores

(n=206, 74,1%) (n=72, 25,9%) p valor
FEVI deprimida, n (%) 46 (24,3) 9(13,8) 0,076
N° vasos enfermos 1,4+1,1 1,4+1,0 0,345
TCL n (%) 12 (5,8) 4(5,7) 1
ADA o sus ramas, n (%) 115 (55,8) 38 (54,3) 0,823
ACX o sus ramas, n (%) 76 (36,9) 30 (42,9) 0,375
ACD o sus ramas, n (%) 109 (52,9) 28 (40,0) 0,062
Injertos, n (%) 6(2,9) 1(1,4) 0,683
N° lesiones tratadas 1,1+£0,8 1,2+1,1 0,594
N° stents 1,2+1,0 1,3+1,3 0,442
> 1 Stent farmacoactivo, n (%) 110 (69,6) 39 (73,6) 0,583
Longitud total, mm 29,0+£17,2 29,9+21,1 0,765

ACD=Arteria Coronaria Derecha, ACX=Arteria Circunfleja, ADA=Arteria Descendente
Anterior, FEVI= Funcidn sist6lica del ventriculo izquierdo, TCI=Tronco Coronario Izquierdo

Los pacientes pobre-respondedores presentaron mayor prevalencia del polimorfismo
CYP2C19*2, ademas se observo una tendencia no significativa borderline hacia un mayor
porcentaje de pacientes con el polimorfismo CYP2C9*2 entre aquellos normo-
respondedores, para el resto de polimorfismos no hubo diferencias entre los pacientes con

y sin PRC (tabla 15).
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Tabla 15. Prevalencia de polimorfismos hepaticos
relacionados con el metabolismo de clopidogrel.

Pobre-respondedores | Normo-respondedores

(n=206, 74,1%) (n=72, 25,9%) p valor
CYP3A4 > 1 alelo 1B, n (%) 19 (9,3) 4 (5,7) 0,354
CYP2C9 > 1 alelo *2, n (%) 61 (30,7) 29 (42,6) 0,071
CYP2C9 > 1 alelo *3, n (%) 35(17,2) 10 (14,5) 0,596
CYP2C19 > 1 alelo *17, n (%) 83 (40,3) 23 (31,9) 0,209
CYP2C19 > 1 alelo *2,n (%) 63 (30,7) 13 (18,1) 0,038
PON1-Q192R > 1 alelo C (R), n (%) 111 (54,1) 42 (58,3) 0,539

CYP = citocromo P450, PON1 = paraoxonasa 1

6.10. Analisis de regresion logistica binaria no ajustada.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis de regresion logistica bivariante incluyendo las
caracteristicas basales, los factores de riesgo, comorbilidades (tabla 16), situacion al
ingreso (tabla 17), tratamiento con clopidogrel (tabla 18), tratamiento intrahospitalario
concomitante (tabla 19), datos angiograficos (tabla 20) y los polimorfismos relacionados
con el metabolismo del clopidogrel (tabla 21) para identificar los predictores (no ajustados)

de elevada reactividad a clopidogrel.

Encontramos que la edad (OR 1,63 por cada desviacion estandar, p = 0,001), la
insuficiencia cardiaca (OR = 4,83; p = 0,035) y el ser portador de > 1 alelo *2 del
CYP2C19 (OR = 2,01; p = 0,041) fueron factores de riesgo para una elevada reactividad
plaquetar. Fueron factores protectores el tabaquismo activo (OR = 0,41; p = 0,002), la
hemoglobina (OR = 0,65; p < 0,001), el hematocrito (OR = 0,86; p < 0,001) y el
aclaramiento renal estimado (ml/min/1,73m?, evaluado mediante la formula Modification

of Diet in Renal Disease, p =0,015).
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Tabla 16. Analisis bivariante (caracteristicas basales).

OR

no ajustado IC 95% p valor
Edad, por cada DE 1,63 1,24 - 2,15 0,001
Sexo femenino 1,32 0,72 - 2,40 0,371
IMC, kg/m’ 1,05 0,99 - 1,12 0,093
FACTORES DE RIESGO
HTA 1,42 0,82 -2,46 0,214
Dislipemia 1,08 0,63 - 1,85 0,791
Diabetes mellitus 1,27 0,73 -2,22 0,404
Tabaquismo activo 0,41 0,23 -0,72 0,002
COMORBILIDADES
AF cardiopatia isquémica 0,51 0,21-1,24 0,136
Cardiopatia isquémica previa 1,11 0,64 -1,91 0,712
ACTP previa 0,90 0,50 — 1,60 0,711
Bypass 1,05 0,28 — 3,99 0,942
Ictus 1,41 0,29 — 6,82 0,666
Arteriopatia periférica 0,60 0,17-2,11 0,423
EPOC 2,95 0,66 — 13,15 0,157
IRC 3,15 0,71 -13,98 0,132

ACTP= Angioplastia coronaria transluminal percutdnea, AF= Antecedentes
familiares, DE= desviacion estdndar, EPOC= enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, HTA= hipertension arterial, IC= intervalo de confianza, IMC= [ndice de
masa corporal, IRC= Insuficiencia renal cronica, OR= Odds ratio

Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente “pobre respuesta a
clopidogrel”.
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Tabla 17. Analisis bivariante (situacion clinica al ingreso).

OR

no ajustado IC 95% p valor
KILLIP > 1 4,83 1,12 -20,95 0,035
Cambios ECG 1,18 0,68 — 2,04 0,559
Elevacion troponinas 0,65 0,36 - 1,16 0,144
FEVI deprimida 2,00 0,92 — 4,36 0,081
DATOS DE LABORATORIO
Hemoglobina, g/dL 0,65 0,54 -0,77 <0,001
Hematocrito, % 0,86 0,80-0,92 <0,001
Plaquetas, por cada DE 1,23 0,93 -1,62 0,154
Leucocitos, por cada DE 1,93 0,87 —4,30 0,106
Creatinina, mg/dL 2,33 0,92 -5,93 0,076
MDRD, ml/min/1,73m? 0,99 0,98 — 1,00 0,015
Colesterol total, mg/dL 0,99 0,99 — 1,00 0,047
Colesterol HDL, mg/dL 0,99 0,96 — 1,01 0,263
Colesterol LDL, mg/dL 1,00 0,99 - 1,00 0,293
Triglicéridos, mg/dL 1,00 0,99 — 1,00 0,026

DE= desviacion estandar, ECG= electrocardiograma, FEVI= Funcion sistolica del
ventriculo izquierdo, HDL= lipoproteinas de alta densidad, IC= intervalo de
confianza, LDL= lipoproteinas de baja densidad, MDRD= filtrado glomerular,
OR= 0Odds ratio

Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente “pobre respuesta a
clopidogrel”.

Tabla 18. Andlisis bivariante (tratamiento con clopidogrel).

OR
) IC 95% p valor
no ajustado
Tiempo desde la primera dosis 0,99 0,98 — 1,02 0,846
Dosis de carga (300 6 600mg) 0,85 0,45-1,61 0,621
Dosis de carga de 300 mg 0,80 0,47 - 1,37 0,412

IC= intervalo de confianza, OR= Odds ratio
Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente “pobre respuesta a
clopidogrel”.
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Tabla 19. Andlisis bivariante (tratamiento médico intrahospitalario).

OR
no ajustado IC 95% p valor
AAS 1,93 0,32 -11,81 0,475
Triflusal 0,52 0,09 - 3,19 0,482
ANTI H, 0,96 0,55-1,68 0,890
IBP 1,20 0,69 —-2,11 0,518
IECA y ARAII 0,67 0,34-1,29 0,227
Diuréticos 2,14 0,95 -4,80 0,066
Alfa bloqueantes 0,70 0,17 -2,86 0,616
Beta bloqueantes 0,79 0,41 -1,51 0,477
Nitratos 1,08 0,61-1,90 0,801
Antagonistas canales calcio 1,52 0,69 — 3,33 0,298
Estatinas 0,67 0,30 -1,46 0,312
Antagonista aldosterona 2,19 0,48 — 10,02 0,313

AAS=Acido acetilsalicilico, AntiH2=antagonistas de los receptores H,,
ARAII=Antagonistas de los Receptores de Angiotensina II, IBP=Inhibidores de la
Bomba de Protones, IC= Intervalo de confianza, IECA=Inhibidores de la Enzima
Convertidora de Angiotensina, OR= Odds ratio. Se presenta el odds ratio siendo la
variable dependiente “pobre respuesta a clopidogrel”.

Tabla 20. Andlisis bivariante (“‘datos angiograficos”).

OR

no ajustado IC 95% P valor
N° vasos enfermos 1,14 0,87 -1,48 0,344
TCI 1,02 0,32 -3,27 0,973
ADA o sus ramas 1,06 0,62 -1,84 0,823
ACX o sus ramas 0,78 0,45 -1,35 0,376
ACD o sus ramas 1,69 0,97 -2,92 0,063
Injerto 2,07 0,25 -17,50 0,504
N° lesiones tratadas 0,91 0,67-1,23 0,530
N° stents 0,89 0,70 - 1,15 0,377
Longitud total 1,00 0,98 - 1,01 0,764

ACD=Arteria Coronaria Derecha, ACX=Arteria Circunfleja, ADA=Arteria
Descendente Anterior, FEVI=Fracciéon de Eyeccion Ventricular Izquierda, IC=
Intervalo de confianza, OR= Odds ratio, TCI=Tronco Coronario Izquierdo. Se
presenta el odds ratio siendo la variable dependiente “pobre respuesta a clopidogrel”.
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Tabla 21. Anélisis bivariante (polimorfismos hepaticos
relacionados con el metabolismo de clopidogrel).

OR no

ajustado IC 95% p valor
CYP2C9 > 1 alelo *2 0,59 0,34 - 1,05 0,072
CYP2C9 > 1 alelo *3 1,23 0,57 -2,64 0,596
CYP3A4 >1 alelo 1B 1,69 0,55-5,14 0,358
CYP2CI19 > 1 alelo *2 2,01 1,03 -3,93 0,041
CYP2C19 > 1 alelo *17 1,44 0,81 —2,54 0,211
PONI1 Q192R > 1 alelo C (R) 0,84 0,49 — 1,45 0,539

CYP = citocromo P450, IC= Intervalo de confianza, OR= Odds ratio, PON1 =
paraoxonasa 1. Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente “pobre
respuesta a clopidogrel”.

6.11. Analisis multivariado

En un modelo de regresion logistica multivariable correctamente calibrado que incluy6
como covariables la edad, sexo, IMC, diabetes, tabaquismo activo, insuficiencia cardiaca,
infarto agudo de miocardio, hemoglobina basal, aclaramiento renal estimado, medicacion
concomitante (antagonistas del calcio y estatinas) y los seis polimorfismos (tabla 22),
resultaron predictores independientes de riesgo de PRC, la edad (OR = 1,43 por cada
desviacion estandar; IC 95% 1,03-2,00), el IMC (OR = 4,03 por cada desviacion estandar;
IC 95% 1,21-13,43) y el ser portador de > 1 alelo *1B del CYP3A4 (OR = 4,05; IC 95%
1,01-16,34) mientras que fue protector la hemoglobina basal elevada. El género femenino,
que resultd protector (OR = 0,44, IC 95% 0,20-1,00), tuvo significacion borderline. La
evaluacion del score ji-cuadrado, para entender la importancia relativa de cada covariable,
informé que (en orden de importancia) la variable mas relevante del modelo fue la

hemoglobina, seguida de la edad, el CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP3A4*1B.
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Tabla 22. Modelo multivariado clinico-genético de prediccion de PRC.

OR IC 95% p valor ji*
Variables clinicas §
Edad, por cada DE 1,43 1,03 -2,00 0,034 11,28
Sexo femenino 0,44 0,20 - 1,00 0,050 0,31
IMC, por cada DE 4,03 1,21 -13,43 0,024 1,43
Hemoglobina, g/dL 1xe™® lxe*—1xe' | <0,001 | 23,17
Estatinas concomitantes} 0,43 0,17-1,09 0,074 0,64
Variables genéticas
CYP3A4>1 alelo 1B 4,05 1,01 -16,34 0,049 1,72
CYP2C9 > 1 alelo *2 0,62 0,32-1,23 0,170 3,94
CYP2C9 > 1 alelo *3 1,35 0,55-3,35 0,517 0,26
CYP2C19 > 1 alelo *2 2,03 0,92 - 4,50 0,081 2,77
CYP2C19 > 1 alelo *17 1,73 0,83 -3,59 0,145 1,61
PON1 Q192R > 1 alelo C 0,54 0,18 — 1,67 0,287 1,54

tVariable transformada mediante el logaritmo de base decimal.

1 91,3% son atorvastatina.

§ ajustado por tabaquismo activo, diabetes, insuficiencia cardiaca, infarto agudo de miocardio,
aclaramiento renal estimado y antagonistas del calcio concomitantes.

CYP = citocromo P450, IC= intervalo de confianza, IMC= indice de masa corporal, DE=
desviacion estandar, OR = Odds Ratio, PON1 = paraoxonasa 1

Calibracion del modelo: Prueba de Hosmer-Lemeshow: ji2=4,256; gl=8; p valor=0,833. Se presenta
el odds ratio siendo la variable dependiente “pobre respuesta a clopidogrel”.

6.11.1. Discriminacion de pobre respuesta a clopidogrel: variables clinicas y genéticas.
El estadistico C del modelo clinico presentado mas arriba fue de 0,749 (IC 95% 0,683-
0,815) y el del modelo que incluye adicionalmente a CYP3A4*1B es 0,763 (IC 95%

0,699-0,826, p para la comparacion de areas = 0,088).

Por otro lado, el estadistico C del modelo que incluye las variables clinicas y los seis
polimorfismos es 0,788 (IC 95% 0,729-0,847; p para la comparacion de areas frente al

modelo clinico = 0,028) (figura 20).
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Figura 20. Curvas Receiver Operating Characteristic (ROC) para el modelo clinico, el modelo con

variables clinicas y CYP3A4*1B y el modelo con variables clinicas y los seis polimorfismos.
IC: Intervalo de confianza.

6.12. Relacion con el infarto peri-angioplastia coronaria.
De los 212 pacientes sometidos a ICP, registramos 34 (16,0%) casos de infarto peri-

angioplastia. No hubo diferencias entre los pacientes con y sin PRC [26 (18,6%) vs 8

(15,4%), p=0,607].

De igual forma, no se observaron diferencias en la aparicion de infarto peri-angioplastia,

segun el genotipo (tabla 23).
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Tabla 23. Distribucion de polimorfismos en relacion
con la aparicion de infarto peri-angioplastia.

IAM peri-angioplastia

SI NO p valor
(n=34; 16,0%) | (n=178; 84,0 %)

CYP3A4 > 1 alelo 1B, n (%) 3 (8,8) 16 (9,1) 0,627
CYP2C9 > 1 alelo *2, n (%) 8(24,2) 61 (35,1) 0,227
CYP2C9 > 1 alelo *3, n (%) 7(21,2) 27 (15,4) 0,410
CYP2C19 > 1 alelo *2, n (%) 11 (32,4) 39 (21,9) 0,189
CYP2C19 > 1 alelo *17, n (%) 16 (47,1) 68 (38,2) 0,333
PON1-Q192R > 1 alelo C, n (%) 18 (52,9) 105 (59,3) 0,489

CYP = citocromo P450, PON1 = paraoxonasa 1

6.13. Episodios adversos durante el seguimiento

Durante el seguimiento, de los 213 (76,6%) pacientes a los que se prescribid clopidogrel al
alta, observamos un total de 19 episodios adversos. Se registraron 8 anginas inestables, 4
trombosis del stent, 3 reinfartos, 2 accidentes cerebrovasculares y 2 muertes por cualquier
causa. La aparicion de eventos adversos en el grupo de pacientes pobre-respondedores fue
superior que en el de normo-respondedores aunque sin presentar diferencias significativas

(tabla 24). La mediana de seguimiento para los pacientes sin eventos fue de 10,7 meses

(rango intercuartilico 3,7-14,3).
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Tabla 24. Eventos adversos tras el alta hospitalaria.

Pacientes con Pobre- Normo-

clopidogrel al | respondedores | respondedores Logrrank

alta (n=213) | (n=156, 73,2%) | (n=57, 26,8%) p valor
Muerte por cualquier causa, n (%) 2(0,9) 2 (1,3) 0 0,537
Infarto de miocardio no fatal, n (%) 3(L4) 3(1,9) 0 0,393
Angina inestable, n (%) 8(3.,8) 6 (3.9) 2(3,5) 0,638
Trombosis del stent, n (%) 4(1,9) 3(1,9) 1(1,8) 0,711
ACV, n (%) 2 (0,9) 2(1,3) 0 0,537
Total, n (%) 19 (8,9) 16 (10,3) 35,3 0,261

ACV= Accidente Cerebrovascular

No se observaron diferencias significativas en la aparicion de eventos adversos tras el alta

segun el genotipo (tabla 25).

Tabla 25. Distribucion de polimorfismos en
relacidon con eventos adversos tras el alta.

Evento
SI NO p valor
(n=19, 8,9%) (n=194, 91,1%)

CYP3A4 > 1 alelo 1B, n (%) 1(5,3) 14 (7,9) 0,560
CYP2C9 > 1 alelo *2, n (%) 4 (21,1) 59 (33,9) 0,257
CYP2C9 > 1 alelo *3, n (%) 4 (21,1) 27 (15,4) 0,359
CYP2C19 > 1 alelo *2, n (%) 5(26,3) 46 ( 25,6) 0,566
CYP2C19 > 1 alelo *17, n (%) 11(57,9) 66 (36,7) 0,071
PON1-Q192R > 1 alelo C, n (%) 10 (52,6%) 101 (56,4) 0,751

CYP = citocromo P450, PON1 = paraoxonasa 1

En un andlisis de Kaplan-Meier, los pacientes pobre-respondedores presentaron 16

episodios (10,3%) frente a 3 (5,3%) en los normo-respondedores (log-rank, p=0,275)

(figura 21).
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Figura 21. Método de supervivencia de Kaplan Meier.

Los pacientes portadores de al menos un alelo *1B de CYP3A4 presentaron 1 evento
(5,9%) frente a 18 (9,2%) los no portadores (log-rank, p=0,603). Los pacientes portadores
de al menos un alelo *2 de CYP2C9 presentaron 4 eventos (6,0%) frente a 15 (10,3%) de
los no portadores (log-rank, p=0,383). Los pacientes portadores de al menos un alelo *3 de
CYP2C9 presentaron 4 eventos (11,8%) frente a 15 (8,4%) de los no portadores (log-rank,
p=0,725). Los pacientes portadores de al menos un alelo *2 de CYP2C19 presentaron 5
eventos (8,8%) frente a 14 (9,0%) de los no portadores (log-rank, p=0,941). Los portadores
de al menos un alelo *17 de CYP2C19 presentaron 11 eventos (13,8%) frente a 8 (6,0%)
de los no portadores (log-rank, p=0,027). Los portadores de al menos un alelo C (R) de
PONI1 presentaron 10 eventos (8,3%) frente a 9 (9,8%) de los no portadores (log-rank,

p=0,763).
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7. Discusion

A pesar de que la doble antiagregacion plaquetaria con clopidogrel y aspirina sigue siendo
la terapia mas cominmente prescrita en pacientes con SCA, la variabilidad interindividual
es la respuesta a este tratamiento ha sido y sigue siendo objeto de multiples estudios. La
influencia de los factores genéticos se ha sumado a los factores clinicos como probable

origen de la variabilidad de la respuesta a clopidogrel. La controversia sigue abierta.

Los resultados de nuestro estudio muestran por primera vez que, en pacientes con SCA, la
presencia de al menos un alelo *1B del CYP3A4 puede influir de forma independiente en
la respuesta plaquetar a clopidogrel. Sin embargo, la importancia relativa de los seis
polimorfismos asi como de CYP3A4*1B como predictores de respuesta a clopidogrel es
modesta comparada con variables puramente clinicas o rutinarias de laboratorio, de facil
obtencion, tales como la edad, sexo, IMC y la hemoglobina basal, como sugiri6 el analisis

de la discriminacion y el examen del score ji-cuadrado.

Son pocos los estudios previos que han evaluado el impacto del polimorfismo
CYP3A4*1B sobre la reactividad plaquetar (90,138,149,157,159-161). De éstos, s6lo uno
(160) ha evaluado el valor prondstico de CYP3A4*1B en pacientes con SCA en unas
condiciones similares a las nuestras y con resultado negativo. Se trata de un estudio que
evalud la influencia de tres polimorfismos (CYP3A4*1B, CYP3A5*3 y CYP2C19*2) en
pacientes con SCASEST. Sin embargo, resulta llamativo que en este estudio el analisis
multivariable para la prediccion de la reactividad plaquetar se realizé ajustando unicamente
por edad y sexo. Por el contrario, en nuestro estudio el modelo multivariable se ajusto
cuidadosamente por edad, sexo, IMC, diabetes, tabaquismo activo, insuficiencia cardiaca,

infarto de miocardio, hemoglobina basal, aclaramiento renal estimado, medicacion
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concomitante y los seis polimorfismos. Estas sustanciales diferencias en el ajuste

estadistico pueden haber tenido un papel en la discordancia de los hallazgos.

Algunos trabajos han demostrado que otros polimorfismos de CYP3A4 influyen en la
respuesta a clopidogrel (61,157). El estudio de Park et al. (61) que evalu6 la influencia de 9
polimorfismos implicados en el metabolismo de clopidogrel en pacientes sometidos a ICP,
observo que el polimorfismo IVS + 12G>A (1rs2242480) del CYP3A4 se relaciona con la
variabilidad en la reactividad plaquetar, concluyendo que los pacientes portadores de los
genotipos GA o AA tienen valores mas elevados de reactividad plaquetar que los
portadores del genotipo salvaje GG (254+8 PRU vs. 281+10 PRU, p=0,038). Por el
contrario, los estudios de Giusti et al. (173) en casi 1500 pacientes diagnosticados de SCA,
y de Fontana et al. (184) en sujetos sanos, no encontraron asociacion entre este
polimorfismo y la reactividad plaquetar; mientras que Angiolillo (157) evaluo la
contribucion de 5 polimorfismos de CYP3A4 en la variabilidad interindividual en la
respuesta a clopidogrel en pacientes con enfermedad coronaria estable. A diferencia del
estudio de Park, el polimorfismo IVS + 12G>A se relaciond con una mejor respuesta a
clopidogrel. En este trabajo, el polimorfismo CYP3A4*1B no pudo ser considerado para el
analisis por su baja prevalencia en la poblacion estudiada (3%) que solo incluia 82

pacientes.

La asociacion del polimorfismo *1B de CYP3A4 con la respuesta a clopidogrel tampoco
se ha podido confirmar en otros estudios. En el trabajo de Gladding et al. (159), que se
llevdo a cabo en pacientes sometidos a intervencionismo coronario “electivo”, no se
encontraron portadores del polimorfismo CYP3A4*1B probablemente debido al escaso

numero de pacientes estudiados (n=60). Es importante sefialar que, en nuestra poblacion, la
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distribucién de los genotipos tanto para CYP3A4 como para los otros cinco polimorfismos
(CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*17, PONI-Q192R) presenta
frecuencias similares a los estudios llevados a cabo en poblacion caucasica

(138,144,148,153,164,168,185).

El pequefio tamafio muestral (n=89) también puede ser responsable de no encontrar
relacion entre el polimorfismo CYP3A4*1B y una menor respuesta a clopidogrel en el

estudio de Brandt et al. (161) que por otra parte se realizo en sujetos sanos.

En consonancia con nuestros resultados se encuentran los del estudio de Harmsze et al.
(138). En este trabajo se evalud la influencia de 9 polimorfismos en la funcion plaquetaria
en pacientes sometidos a intervencionismo coronario “electivo” y se observd que los
portadores de al menos un alelo *1B de CYP3A4 presentaron valores superiores, aunque
no de forma significativa, de reactividad plaquetaria, medida con VerifyNow P2Y,, en
comparacion con los pacientes con genotipo salvaje, especialmente en los pacientes en

tratamiento cronico con clopidogrel (193,6+53,0 PRU frente a 177,4+70,9 PRU).

Sin embargo, nuestros resultados no se pueden comparar con los de Harmsze (149),
Bouman (163) o Geisler (90). El primero analiz6 la influencia del polimorfismo
CYP3A4*1B aunque con un disefio de casos y controles en pacientes con antecedentes de
trombosis del stent, sin encontrar diferencias en el nimero de pacientes portadores de al
menos un alelo *1B de CYP3A4 entre casos y controles (149). El segundo se trata de un
estudio de caso-cohortes realizado en pacientes con enfermedad arterial coronaria
sometidos a ICP y en ¢l se observd que los polimorfismos CYP3A4*1B y CYP2C19*2 no

resultaron factores relacionados con la aparicion de trombosis del stent, siendo el PON1-
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QI92R el unico factor genético relacionado (163). Por ultimo, el tercero compard la
frecuencia de los alelos entre pacientes con enfermedad arterial coronaria y sujetos sanos
sin encontrar relacion entre el genotipo de CYP3A4*1B y la agregacion plaquetaria
residual (90). Por el contrario, nuestro estudio se ha realizado en una poblacion

relativamente homogénea de pacientes con SCA remitidos para cateterismo cardiaco.

Varios estudios han relacionado la presencia del polimorfismo CYP2C19*2 con valores
mas elevados de reactividad plaquetar (186) y un aumento del riesgo de eventos
cardiovasculares (47,142,187), aunque esta relacion no es defendida por todos los
investigadores (144,188). En nuestro trabajo, el polimorfismo CYP2C19*2 resultd ser un
factor de riesgo no ajustado para una elevada reactividad plaquetar. Sin embargo, en el
modelo multivariante no fue un predictor independiente de PRC aunque presentd el
segundo score ji-cuadrado mas elevado de las variables genéticas. Nuestros resultados
entran en contraposicion con los de Park (61), que analiz6 la relacion de una bateria de
variables clinicas y nueve polimorfismos -entre los que no se incluia CYP3A4*1B- con
una elevada reactividad plaquetar. En este estudio, la inica variable genética que resultaba
factor predictor fue CYP2C19*2, aunque este polimorfismo so6lo explicaba el 4,5% de la
variabilidad en la respuesta a clopidogrel mientras que el modelo que incluia variables

clinicas y genéticas explicaba un 12,8% de la variabilidad (61).

En el estudio de Bouman et al. (189) realizado en 1024 pacientes que fueron sometidos a
intervencionismo coronario electivo, los pacientes heterocigotos y homocigotos para
CYP2C19*2 presentaron valores mas elevados de reactividad plaquetar, medida con tres
métodos diferentes (agregometria Optica, PlateletWorks y VerifyNow P2Y12), en

comparacion con los pacientes con genotipo salvaje. Sin embargo, ser portador de al
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menos un alelo *2 de CYP2C19 solo podia explicar un 3,7% de la variabilidad de la
reactividad plaquetar medida con VerifyNow P2Y 12, cifra que aumentaba hasta un 20,6%

tras introducir las variables clinicas.

Por el contrario, trabajos como el de Paré et al. (188) si estan en consonancia con nuestros
resultados. Este estudio, que incluy6 a mas de 5000 pacientes pertenecientes a los ensayos
ACTIVE-A (“Atrial fibrillation Clopidogrel Trial with Irbesartan for prevention of
Vascular Events”) y CURE, compar6 la eficacia de clopidogrel frente a placebo en la
reduccion de eventos cardiovasculares en pacientes con fibrilacion auricular y SCA,
respectivamente. Los resultados mostraron que el riesgo de eventos cardiovasculares era
menor en el grupo de clopidogrel que en el de placebo, siendo similar entre los portadores,
homocigotos y heterocigotos, de los alelos *2 y *3 de CYP2C19 y los no portadores. Sin
embargo, este hallazgo puede deberse al bajo porcentaje de pacientes sometidos a ICP con
colocacion de stent, ya que la mayor parte los estudios previos (142,145,190) muestran un

mayor riesgo de trombosis del stent en los portadores del alelo *2 de CYP2C19.

A su vez, en el estudio de Tello-Montoliu et al. (144) se midi6 la reactividad plaquetar en
pacientes con SCA mediante dos técnicas, agregometria de transmision Optica y pruebas de
fosfoproteinas estimulada por vasodilatadores (VASP). La determinacion de los valores de
VASP es un indicador de la reactividad P2Y, y, por tanto, de la inhibiciéon inducida por
clopidogrel que se cuantifican con el indice de reactividad plaquetaria mediante citometria
de flujo. Con la agregometria de transmision Optica no se observaron diferencias en la
reactividad plaquetar entre portadores y no portadores del alelo *2 de CYP2C19. Sin
embargo, con la determinacion de VASP, los pacientes portadores de CYP2C19%*2

mostraron un aumento del indice de reactividad plaquetar, aunque el polimorfismo
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CYP2C19*2 no se pudo asociar con una peor evolucion durante el periodo de seguimiento

de 6 meses.

De modo similar, en el metaanalisis de Zabalda et al. (191) se observo que el polimorfismo
CYP2C19*2 se relacionaba con un mayor riesgo de trombosis del stent pero no con un
mayor riesgo de eventos adversos. Se encontrd que la asociacion entre CYP2C19*2 y los
eventos adversos cardiovasculares se ponia de manifiesto en los estudios de menos de 500
pacientes pero no en los de mayor tamafio muestral, en los que no se observaba esta
asociacion, poniendo sobre la mesa un potencial sesgo de publicacion en estudios

“pequenios”.

En nuestro trabajo, a excepcion del CYP3A4*1B, el resto de variables genéticas
estudiadas, incluida el CYP2C9*2, no se relacionaron con una mayor reactividad
plaquetar. Estos resultados se encuentran en consonancia con estudios previos. Los
estudios de Trenk et al. (168) y Paré et al. (166) analizaron el efecto de PON1-Q192R sin
encontrar relacion entre este polimorfismo y el efecto antiagregante plaquetario de
clopidogrel. A su vez, en el estudio de Miura et al. (140) se observo que los polimorfismos
PON1-Q192R y CYP2C9*3 no se relacionaban con una mayor reactividad plaquetar a
pesar de tratamiento, aunque si con el alelo *2 de CYP2C19. Lo mismo ocurria en los
estudios de Gladding et al. (159) y Liang et al. (142) en los que no se encontraba esta
asociacion con CYP2C9*2 y CYP2C19*17, respectivamente, aunque si para el

polimorfismo CYP2C19*2.

En cuanto a las variables clinicas, en el analisis multivariado de Park et al. (61), la edad

avanzada, el género femenino, la hipertension, la diabetes mellitus y la insuficiencia renal
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crénica se relacionaron con elevada reactividad plaquetar. En nuestra serie, los pacientes
que presentaron una mayor reactividad plaquetar tenian una edad avanzada, presentaban
anemia y mayor IMC lo que también estd en consonancia con estudios previos
(48,61,64,189,192,193). El estudio de Park (61) no tenia en cuenta los valores de IMC y de
hemoglobina basal ni en el analisis univariado ni en el multivaridado. Por su parte, aunque
algunos estudios han relacionado la presencia de diabetes mellitus con una PRC (82,194),
en nuestro estudio, el hallazgo de no asociacion entre ambas es consistente con

publicaciones previas (67,150).

Otras variables que se han relacionado en estudios previos con la variabilidad
interindividual en la respuesta a clopidogrel son la insuficiencia renal y el tabaquismo
(82,88,194). En nuestro estudio, aunque el aclaramiento renal estimado resultd factor de
riesgo de elevada reactividad plaquetar (no ajustado) y el tabaquismo factor protector (no
ajustado), en el modelo multivariante no fueron predictores independientes de PRC, al

igual que en el estudio previos (189).

En relacion con las interacciones farmacologicas, la interaccion entre el clopidogrel y el
omeprazol es uno de los temas mas controvertidos, en algunos estudios se ha encontrado
una relacion directa entre el aumento del riesgo cardiovascular y el uso conjunto de
clopidogrel y omeprazol (88,195), mientras que otros trabajos no apoyan esta interaccion
(107,193,196-199). Estos ultimos no encuentran diferencias en los valores de porcentaje
de inhibicion y de reactividad plaquetar entre los pacientes con y sin tratamiento con IBP
(193,196), en el riesgo de mortalidad (197), o el riesgo de reingresos hospitalario por
recidiva de SCA en los pacientes en tratamiento con omeprazol (198). Tampoco se

encontro relacion entre el tratamiento concomitante con IBP y clopidogrel o prasugrel y un
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mayor riesgo de muerte, infarto o accidente cerebrovascular en el estudio TRITON-TIMI

38 (200) que incluyd mas de 13.000 pacientes con SCA.

Durante el seguimiento intrahospitalario que se realizo en nuestro estudio se registraron 35
casos de infarto peri-procedimiento que no se relacionaron con la PRC ni con el genotipo
de los pacientes. Estos resultados contradicen a los de Mangiacapra et al. (71) que
observaron una mayor incidencia de infarto de miocardio peri-procedimiento en los sujetos
con elevada reactividad plaquetaria en un estudio realizado en 250 pacientes sometidos a
ICP, aunque esto puede estar relacionado con la mayor incidencia de eventos
intrahospitalarios (23%) observados en ese estudio con respecto al nuestro (16%), en
relacion con una diferente definicion del evento, algo que ha sufrido maultiples

modificaciones en los ultimos afios.

En cuanto al seguimiento al alta hospitalaria, los pacientes pobre-respondedores
presentaron mas eventos que los normo-respondedores (10,3% frente a 5,3%) aunque sin
presentar diferencias significativas, esto puede deberse al escaso numero de eventos

adversos como ha ocurrido en estudios previos (144,194).

Por otra parte, nuestros resultados muestran una elevada prevalencia de PRC que, aunque
estd en linea con algunos trabajos anteriores (67,144,196,201), pudo estar relacionado con
la inclusion de pacientes con SCA con elevacion del ST -expuestos un menor tiempo a
clopidogrel- y la decision por parte del grupo investigador de elegir un punto de corte de
208 unidades PRU, el cual es manifiestamente mas bajo que en otros estudios anteriores

(36,47,61,70), aunque basado en las recomendaciones recientes del fabricante (176).
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Varios autores recomiendan el actual punto de corte de 208 PRU para definir la pobre
respuesta a clopidogrel (79,80), y en los ultimos estudios realizados es el mas extendido
(202,203). Los trabajos que utilizan este punto de corte presentan un elevado porcentaje de

pacientes con PRC (72,75,76,115) lo que esta en consonancia con nuestros resultados.

Otro factor que puede haber influido en la elevada proporcion de pacientes con PRC fue la
adopcion del criterio de inclusion basado en una duracion del tratamiento con clopidogrel
igual o superior a 12 horas desde la dosis de carga. Esta decision estuvo fundamentada en
estudios farmacocinéticos previos que indican que el estado de equilibrio (“steady state™)
para clopidogrel podria alcanzarse entre 4 y 6 horas después de la dosis inicial de carga
(204), con un porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria del 80% a las 5 horas

(205).

Aunque existe una experiencia muy limitada, algunos autores (185,206) ya estan
investigando la potencial utilidad de la determinacion de ciertos polimorfismos mediante
sistemas a la cabecera del enfermo (“point of care’) en la toma de decisiones respecto de la
antiagregacion optima en la fase inicial de la atencién al paciente con SCA. Ciertos
estudios piloto (185,206) sugieren que estas determinaciones pueden ayudar a identificar
pacientes que se beneficien de una segunda dosis de carga de clopidogrel o bien de un

antiagregante mas potente.

En este sentido, VerifyNow® es un sistema rapido, fiable y facil de utilizar que puede ser
una buena opcidn para detectar aquellos pacientes con pobre respuesta a clopidogrel antes
de una ICP e individualizar su tratamiento. Esta terapia individualizada podria ser un

incremento de dosis o un cambio de antiagregante plaquetario.
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Algunos trabajos han evaluado el resultado de incrementar la dosis de clopidogrel (73). En
el estudio EFFICIENT (“the EFFect of hlgh-dose Clopldogrel treatmENT”) (207) se
analizo el efecto de doblar la dosis de mantenimiento de clopidogrel sobre el desarrollo de
eventos adversos cardiovasculares o cerebrovasculares tras una ICP en pacientes con
resistencia a clopidogrel. Los pacientes se clasificaron en tres grupos: pacientes
respondedores que recibieron 75 mg de clopidogrel diarios, pacientes resistentes que
recibieron 75 mg diarios y pacientes resistentes que recibieron 150 mg diarios. Durante el
periodo de seguimiento de 6 meses se observo que los pacientes no respondedores que
recibieron la dosis estandar de clopidogrel presentaron incidencias significativamente mas
altas de eventos adversos cardiovasculares y cerebrovasculares que los otros dos grupos de
pacientes. Ademas, el aumento de la dosis de mantenimiento no se relaciond con un

aumento en el riesgo de hemorragias.

A pesar de esto, la estrategia de aumentar la dosis de clopidogrel no mostré un efecto
beneficioso en los pacientes de bajo riesgo sometidos a ICP del estudio GRAVITAS
(“Gauging Responsiveness with A Verifynow assay-Impact on Thrombosis And Safet)”)
(208). En este trabajo se compard una dosis de carga adicional de 600 mg seguida de 150
mg diarios frente a 75 mg diarios de clopidogrel en pacientes no respondedores sometidos
a ICP sin que se observaran diferencias en la incidencia de muerte de origen
cardiovascular, infarto de miocardio o trombosis del stent entre los pacientes que

recibieron la dosis de 75 mg y la de 150 mg de clopidogrel.

Un alternativa seria el empleo de un firmaco antiagregante plaquetario mas potente, como

los nuevos agentes antiplaquetarios prasugrel o ticagrelor, que no se afectan por la genética
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del CYP, en pacientes en los que la respuesta a clopidogrel esta disminuida o en aquellos

con elevado riesgo trombdtico y moderado o bajo riesgo hemorragico.

El prasugrel es una tienopiridina de tercera generacion que inhibe de forma especifica e
irreversible el receptor P2Y, de las plaquetas. Es un profarmaco que se administra por via
oral, aunque por su estructura quimica se convierte en metabolito activo de forma menos
dependiente de los citocromos que el clopidogrel, por lo que se absorbe y se metaboliza
mas rapido consiguiendo una inhibicion mas rapida y potente que con clopidogrel (209).
Por otra parte, no existe evidencia de que su efecto antiagregante se vea modificado por

polimorfismos genéticos o el uso concomitante con IBP.

El prasugrel resultd superior al clopidogrel en el estudio TRITON-TIMI 38 (210) para el
objetivo combinado de infarto de miocardio, ictus isquémico, trombosis del stent y
mortalidad cardiovascular aunque no redujo la mortalidad global. Sin embargo, en
comparacion con el clopidogrel, el prasugrel aumentaba el riesgo de hemorragias mayores,

asi como las hemorragias potencialmente fatales y hemorragias mortales.

El ticagrelor es una ciclopentiltriazolopirimidina, de administracion oral que no requiere
biotransformacion hepatica e inhibe de forma reversible el receptor P2Y;, plaquetar.
Presenta un inicio de accién mas rapido y una potencia superior en la inhibicion de la

funcion plaquetar que el clopidogrel y su efecto es reversible en 48 horas.

El ticagrelor resultd superior al clopidogrel en el estudio PLATO (211) para el objetivo

combinado de muerte cardiovascular, infarto de miocardio o ictus, asi como la mortalidad
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total, sin presentar un aumento de hemorragias mayores, aunque se presentaron mas

hemorragias intracraneales en el grupo de ticagrelor.

En un estudio que evalu¢ la influencia del alelo CYP2C19*2 sobre la reactividad plaquetar
en pacientes tratados con clopidogrel, prasugrel o ticagrelor se observo que los beneficios
de prasugrel y ticagrelor comparados con los de clopidogrel son mas pronunciados en los
portadores del alelo *2 de CYP2CI19. Este trabajo concluyd que el genotipado de
CYP2C19 puede ayudar a identificar a los pacientes pobre-respondedores que se pueden

beneficiar de un cambio de tratamiento antiagregante (185).

Por otra parte, en un reciente analisis farmacoecondémico que evaluo el coste-utilidad de la
terapia individualizada guiada por genotipo, comparando el tratamiento con clopidogrel,
con prasugrel y la terapia guiada por genotipo (clopidogrel en los pacientes con el genotipo
salvaje para CYP2C19 y prasugrel en los pacientes con las variantes de pérdida de funcion
de este genotipo), se observo que la individualizacion del tratamiento era la estrategia mas

coste-efectiva en pacientes con SCA que se someten a una ICP (212).

El cambio de tratamiento de clopidogrel a prasugrel o ticagrelor en pacientes de bajo riesgo
posiblemente no reduciria el riesgo de complicaciones trombdticas pero elevaria el riesgo
de hemorragias, por lo que la individualizacion del tratamiento sugiere que el beneficio es
mas probable en los pacientes de alto riesgo, reduciendo las tasas de eventos adversos

cardiovasculares a costa de un ligero mayor riesgo de hemorragia.

La variabilidad de la respuesta a clopidogrel en pacientes con SCA ha sido ampliamente

estudiada. Por este motivo, conocer la respuesta funcional de las plaquetas puede ayudar en
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el manejo de los pacientes. Por otra parte, el andlisis farmacogenético para el clopidogrel
podria ser de utilidad en pacientes seleccionados, como los que van a ser sometidos a ICP
y presentan mayor riesgo de trombosis. Un aspecto clave del estudio farmacogenético es el
tiempo de respuesta. Es importante destacar que el componente genético es solo uno de los
factores que modifican la respuesta farmacoldgica a clopidogrel, y que la prevencion de
eventos cardiovasculares en pacientes que reciben agentes antiplaquetarios debe basarse en

la evaluacion global de los factores de riesgo, mas que en un Unico estudio genético.
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7.1. Limitaciones.

En primer lugar, el tamafio muestral del estudio fue limitado y vino determinado por el
numero maximo de sujetos que se pudieron reclutar en el intervalo de tiempo sefialado,
dentro de su naturaleza exploratoria. Por otro lado, aunque poco probable, la baja
prevalencia del alelo *1B de CYP3A4 puede haber tenido un impacto en los hallazgos. Sin
embargo, la prevalencia alélica fue muy similar a la de otros estudios (160,161) y estuvo
en concordancia con la ley de Hardy-Weinberg (160) y el numero de covariables del
modelo ajustado tuvo una relacion superior a 10 respecto de la variable dependiente. Otra
potencial limitacién supone la determinacion de la reactividad plaquetar en un solo
momento temporal. Como fortalezas, sefialamos que es un estudio que evalua seis
polimorfismos de nucledtido simple asi como un conjunto detallado de variables clinicas

en una poblacion de pacientes con SCA.
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Conclusiones
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Respecto del objetivo principal

En la identificacion del paciente con pobre respuesta a clopidogrel, el conjunto de seis
polimorfismos estudiados (CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*17, PON1-
QI192R, CYP3A4*1B) aporta informacion de forma significativa mas alla de la aportada
por un conjunto de variables clinicas. El polimorfismo CYP3A4*1B se relaciona con una

elevada reactividad plaquetar a pesar de tratamiento.

Respecto del objetivos secundarios

1. La prevalencia de elevada reactividad plaquetaria a pesar del tratamiento con

clopidogrel es elevada (74,1%).

2. El perfil del paciente con elevada reactividad plaquetar se corresponde con sujetos
mayores, con un indice de masa corporal elevada, niveles reducidos de hemoglobina y

portadores de al menos un alelo *1B de CYP3A4.

3. La variabilidad de la respuesta a clopidogrel explicada por las variables genéticas es

modesta comparativamente con las variables clinicas.

4. Ninguno de los polimorfismos condicionaron un prondstico distinto en pacientes con

diagnostico de SCA remitidos para cateterismo cardiaco.

5. La elevada reactividad plaquetar a pesar de tratamiento no se relacion6 con una mayor

aparicion de eventos adversos.
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