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RESUMEN

El tratamiento anticoagulante oral con farmacos
cumarinicos es ampliamente utilizado en todo el
mundo para la prevencion de la recurrencia en las
trombosis arteriales y venosas. La respuesta a los cu-
marinicos depende de varios factores como el sexo,
la edad, la dieta, los farmacos y probablemente fac-
tores genéticos. En este trabajo estudiamos la impor-
tancia que pueden tener los factores genéticos en la
sensibilidad al acenocumarol.

SUMMARY

Oral anticoagulant therapy with coumarin deri-
vates is used broadly to prevent recurrent arterial and
venous thrombosis. The response to coumarin deri-
vates depends on several factors, such as sex, age,
diet, drugs and probably genetics factors. In this pa-
per, we studied the role of these genetics factors on
acenocoumarol sensitivity.

INTRODUCCION

Se recogen aqui los resultados de nuestro estu-
dio sobre los factores genéticos implicados en la
modulacién del tratamiento anticoagulante oral con
acenocumarol. Este es un campo de gran importan-
cia practica ya que este tratamiento es ampliamente
utilizado en todo el mundo. El acenocumarol es muy
eficaz, pero tiene como inconveniente las enormes
diferencias en la respuesta de cada individuo . En
los tltimos afios se ha sugerido la importancia de fac-
tores genéticos en la sensibilidad a los anticoagulan-
tes orales (ACO), sobre todo algunos polimorfismos
del citocromo P-450 CYP2C9 @34 que es la princi-
pal enzima involucrada en la metabolizacion de los
ACO 647, Sin embargo, hasta el presente trabajo, no
existia ningtin estudio que hubiera demostrado la ex-
istencia de una asociacion entre estas variantes y la
sensibilidad al acenocumarol. Tampoco existian tra-
bajos que hubieran explorado de forma exhaustiva la
presencia de nuevas variantes en el gen CYP2C9 que
pudieran explicar las diferentes sensibilidades obser-
vadas en diversos grupos de pacientes. Nuestro tra-
bajo se centrara en el analisis de las principales vari-
antes genéticas del citocromo P-450 CYP2C9 en un
grupo de pacientes anticoagulados con acenocuma-
rol y en la bisqueda de nuevas variantes que pudi-
eran ser importantes en la sensibilidad individual de




los pacientes al efecto anticoagulante del farmaco.
También exploraremos el propéptido del factor VII
de la coagulacion con la intencién de buscar alguna
variante genética que pudiera explicar los bajos re-
querimientos de acenocumarol en algunos de nues-
tros pacientes.

MATERIAL Y METODOS

La recogida de muestras para el estudio se llevo
a cabo en el afio 2001. Los individuos participantes
fueron reclutados en el Hospital Clinico Universi-
tario de Salamanca, Universidad de Salamanca (Es-
pafia). Reclutamos 113 pacientes anticoagulados con
acenocumarol. Dichos pacientes recibian una dosis
estable de acenocumarol al menos en los tres meses
previos a la extraccion del DNA. Todos los pacientes
incluidos tenian un INR entre 2 y 3,2 en el momento
de la extraccidon del DNA. Los pacientes con enfer-
medad hepatica (n = 2) y enfermedad tiroidea (n =
2) fueron excluidos del estudio. Los 109 pacientes
finalmente incluidos fueron agrupados en tres cate-
gorias segln las dosis de acenocumarol requeridas:
en el grupo de dosis baja se incluyeron 43 pacien-
tes que recibian una dosis de acenocumarol menor o
igual a 7 mg por semana; en el de dosis intermedia
se incluyeron 45 pacientes que recibian una dosis de
acenocumarol mayor a 7 mg y menor de 28 mg por
semana; finalmente, en el grupo de dosis alta se in-
cluyeron 21 pacientes que recibian una dosis de ace-
nocumarol igual o mayor a 28 mg por semana. De
los participantes se recogieron los siguientes datos:
sexo, edad, dosis semanales de acenocumarol (en mi-
ligramos), INR del dia de extraccion del DNA, moti-
vo de la anticoagulacion, enfermedades asociadas y
consumo de otros farmacos.

Se utilizaron los equipos y reactivos adecuados
para la realizacion de los estudios de biologia mo-
lecular. Se realizo la determinacién del INR de cada
paciente, utilizando el método estandar habitual.

Para el analisis genético utilizamos la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para am-
plificar el segmento de DNA en el que se encontraban
las variantes alélicas, para posteriormente realizar
una digestion con enzimas de restriccion especificas
para cada variante. Se realizo la secuenciacion de los
nueve exones del gen del citocromo P-450 CYP2C9
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y de las regiones intronicas adyacentes. Se disefid
ademas una PCR especifica para estudiar el propép-
tido del factor VII de la coagulacion.

Estadistica descriptiva

Se hizo un estudio descriptivo de las variables
cuantitativas y cualitativas para determinar las car-
acteristicas de la poblacion estudiada. La normalidad
de las variables cuantitativas se verifico mediante el
test de Kolmogrov-Smirnov con la correccion de Lil-
liefors. Como las variables estaban distribuidas nor-
malmente, se expresaron como media (desviacion
estandar). Las variables cualitativas se expresaron
bien como frecuencias absolutas, bien como porcen-
tajes.

Estadistica inferencial

Se utilizo el ANOVA de un criterio para comparar
el INR y la edad entre los tres grupos de dosis. Las
diferencias en los requerimientos de acenocumarol
entre portadores y no portadores de CYP2C9*3 en
el grupo de bajas dosis se evaluaron mediante el test
de T de Student para muestras independientes. Poste-
riormente se utilizéd un modelo de regresion logistica
ordinal, en primer lugar univariante, para evaluar el
riesgo de presentar bajos requerimientos de aceno-
cumarol de cada factor por separado. Finalmente,
se realizd un modelo multivariante para evaluar el
efecto de las variantes alélicas y de la edad (varia-
bles independientes) sobre los requerimientos de
acenocumarol (variable dependiente). En el modelo
multivariante se incluyeron las variables que fueron
significativas en el modelo univariante y aquéllas
con tendencia a la significacion (p < 0,25). Asi se po-
dia establecer la posible relacion entre la dosis como
variable ordinal (baja, media, o alta) y las variantes
alélicas y la edad, controlando las variables sexo y
empleo de farmacos. La adecuacion del modelo se
evalu6 mediante el test de bondad de ajuste de Pear-
son. Los heterocigotos y homocigotos fueron inclui-
dos en la misma categoria debido a la baja prevalen-
cia de pacientes homocigotos en ambos casos.

RESULTADOS: En el estudio realizado se in-
cluyeron 109 pacientes en tratamiento anticoagulan-
te oral con acenocumarol que fueron seleccionados
segun los criterios indicados en el apartado de Mate-
rial y Métodos. En las siguientes tablas se presentan
los resultados.
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Tabla 1. Frecuencia de la variante CYP2C9*3 en pacientes con diferentes requerimientos de acenocumarol.

Dosis baja Dosis intermedia Dosis alta
CYP2C9*3
(n=42) (n =45) (n=21)
Ausente 30 (71,4%) 43 (95,6%) 20 (95,2%)
Heterocigoto 11 (26,2%) 2 (4,4%) 1(4,8%)
Homocigoto 1(2,4%) - -
Frecuencia
alélica 15,5% 2,2% 2,3%

Tabla 2. Frecuencia de la variante CYP2C9*2 en pacientes con diferentes requerimientos de acenocumarol.

Dosis baja Dosis intermedia Dosis alta
CYP2C9*2
(n=43) (n=44) (n=21)
Ausente 30 (69,8%) 29 (65,9%) 20 (95,2%)
Heterocigoto 11 (25,6%) 14 (31,8%) 1(4,8%)
Homocigoto 2 (4,6%) 1(2,3%) —
Frecuencia
alélica 17,4% 17,8% 2,3%

Se investigd ademas la presencia de las variantes Ile181Leu y Leu208Val en 106 pacientes, ninguno de

los cuales era portador de estas variantes alélicas.

Tabla 3 Frecuencia de la variante C-1189 del promotor CYP2C9 en pacientes con diferentes requerimientos

de acenocumarol.

C-1189 Dosis baja Dosis intermedia Dosis alta
(n = 40) (n=44) (n=21)
Ausente 15 (37,5%) 21 (47,3%) 17 (80,9%)
Heterocigotos 17 (42,5%) 16 (36,7%) 3 (14,3%)
Homocigoto 8 (20%) 7 (15,9%) 1(4,8%)
Frecuencia 41,2% 34,1% 11,9%

Estudio de los factores asociados a los

requerimientos de acenocumarol mediante

regresion logistica ordinal

Analisis univariante

Se realizd un andlisis univariante que incluy¢ las
variantes CYP2C9*2 y CYP2C9%*3, el alelo C-1189
del promotor de CYP2C9, la edad, el sexo y el con-
sumo de farmacos. El objetivo de este analisis fue
evaluar la probabilidad de precisar bajos requerim-
ientos de acenocumarol asociado a cada factor por
separado. La variante CYP2C9*3, la presencia del
alelo C-1189 del promotor y la edad avanzada incre-
mentaban significativamente la probabilidad de re-

querir dosis de acenocumarol bajas, por lo que se in-
cluyeron en el analisis multivariante. Aunque el efec-
to de la variante CYP2C9%*2 sobre la probabilidad de
presentar bajos requerimientos no fue significativo,
consideramos que esta variante podia ser importante
en el analisis multivariante ya que presentaba una p
< 0,25, motivo por el cual también fue incluida en el
analisis. En cuanto al sexo y a las interacciones far-
macoldgicas, se excluyeron del modelo multivariante
por la baja significacion estadistica que presentaban
(p =0,41 y p = 0,29 respectivamente). En la tabla 4
se presenta el resultado del analisis univariante.
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Tabla 4. Andlisis Univariante mediante regresion logistica ordinal.

Variable OR IC 95% p (wald)
CYP2C9*2 1,89 0,84-4,23 0,1221
CYP2C9*3 8,06 2,11-30,30 0,0022
Alelo C-1189 2,98 1,42-6,28 0,0041
Edad (afios) 1,1 1,05-1,16 < 0,0001
Sexo 1,36 0,65-2,81 0,4122
Farmacos 1,78 0,60-5,23 0,2963

Tabla 5. Tabla de contingencia de presencia del alelo C-1189 y la dosis en sujetos no portadores de CYP2C9*2

ni CYP2C9*3.

C-1189 Dosis baja Dosis intermedia Dosis alta
(n=20) (n=27) (n=19)

Ausente 15 (75%) 17 (63%) 17 (89,5%)

Presente 5 (25%) 10 (37%) 2(10,5%)

Analisis Multivariante

Se realizo un analisis multivariante para evaluar
la influencia de CYP2C9*2, CYP2C9*3, el alelo
C-1189 del promotor de CYP2C9 y la edad sobre
la probabilidad de precisar bajos requerimientos de
acenocumarol. Curiosamente, el alelo C-1189 del
promotor de CYP2C9, cuya influencia era signifi-
cativa en el modelo univariante, dejaba de serlo en
el multivariante (p = 0,518) y ademas se producian
desajustes que hacian inviable el modelo, debido al
marcado desequilibrio de ligamiento que existia en-
tre C-1189 y las variantes CYP2C9*3 y CYP2C9*2:
la mayoria de los portadores de CYP2C9*2 y
CYP2C9*3 presentaban el alelo C-1189 del pro-
motor. De los 27 portadores de CYP2C9*2 en los
que se pudo genotipar la variante del promotor, 25
(92,6%) presentaban el alelo C-1189; ademas, los
15 pacientes portadores de la variante CYP2C9*3
presentaban el alelo C-1189. Un rasgo a destacar es
que el unico portador homocigoto de CYP2C9*3 era
también portador homocigoto del alelo C-1189 del
promotor. Por el contrario, de 52 portadores homo-
cigotos de T-1189 solo dos pacientes eran portadores
de CYP2C9*2 o CYP2C9*3. Por tanto, para esclare-
cer si el alelo C-1189 era o no importante en el re-
querimiento de acenocumarol recurrimos a estudiar-
lo en aquellos pacientes no portadores de CYP2C9*2
ni CYP2C9*3. En la tabla 5 se presenta la tabla de
contingencia del alelo C-1189 y la dosis en pacientes
sin CYP2C9*2 ni CYP2C9*3.

A continuacion se realizo un andlisis multivari-
ante en este subgrupo de pacientes sin CYP2C9*2
ni CYP2C9*3 para valorar con mas precision el pa-
pel del alelo C-1189. El resultado ajustado por edad
no fue estadisticamente significativo (p = 0,532).
Es decir, este resultado indicaba que la presencia
del alelo C-1189 no afectaba a los requerimientos
de acenocumarol y que el gran efecto observado en
el analisis univariante se debia a su asociacién con
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 y no a un efecto propio. Por
otro lado, en los datos presentados en la tabla 12 se
observa que los portadores del alelo C-1189 parecen
presentar una menor frecuencia en el grupo de dosis
alta en comparacion con los de los grupos de dosis
baja e intermedia. Para valorar si esto era o no impor-
tante, se realizd un test de Chi-cuadrado de Pearson
cuyo resultado no fue significativo (p = 0,128), indi-
cando que aunque parecia haber una tendencia a no
requerir una dosis muy alta si se era portador del alelo
C-1189 esto no se puede concluir de forma definitiva:
se necesitaria realizar estudios con un mayor niimero
de pacientes para confirmar dicha tendencia.

En el modelo final se incluyeron la edad y las
variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3. Los resultados
de este modelo se presentan en la tabla 6. Para medir
si existia discrepancia entre lo que predecia el mod-
elo y lo que se observaba en los datos obtenidos re-
alizamos un test de bondad de ajuste de Pearson. En
este caso no existid discrepancia ya que el resultado
no fue significativo (p = 0,125) y esto indic6 la vali-
dez del modelo utilizado.
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Tabla 6. Modelo multivariante.

Variante OR Ajustada IC 95% P (wald)
CYP2C9*3 6,02 1,53-23,64 0,0101
CYP2C9*2 2,70 1,09-6,73 0,0325
Edad (afios) 1,12 1,07-1,17 <0,0001

Test de bondad de ajuste: p = 0,125.

Los portadores de CYP2C9*3 presentaban una
probabilidad notablemente elevada (seis veces ma-
yor) de requerir una dosis menor de acenocumarol en
comparacion con los no portadores de esta variante
alélica. También los portadores de CYP2C9*2 tenian
una mayor probabilidad de requerir menos acenocu-
marol que los no portadores, si bien ésta no era tan
acusada como en el caso de CYP2C9*3.

Otro resultado destacable y novedoso es el que
hace referencia al efecto de la edad: por cada afio au-
menta un 12% la probabilidad de necesitar una dosis
baja de acenocumarol. Nuestro estudio es, por tanto,
el primero que atribuye a la edad un efecto sobre el
requerimiento de este anticoagulante.

Una vez analizada cada variable por separado,
quisimos estudiar si existian interacciones entre ellas
que condicionaran las dosis requeridas de farmaco: se
estudio la interaccion entre las variantes CYP2C9*2
y CYP2C9*3 para ver si el efecto de una variante
dependia de la presencia de la otra, obteniéndose un
resultado no significativo (p = 0,78), lo que indica
que no existe tal interaccion; a continuacidn se eva-
lud la interaccion entre CYP2C9*2 y la edad para ver
si el efecto de la edad dependia de la presencia de la
variante CYP2C9*2: el resultado tampoco fue signi-
ficativo (p = 0,27), como tampoco lo fue el obtenido
al analizar la interaccidn entre la edad y CYP2C9*3
(p = 0,43). En definitiva, al no existir ninguna inte-
raccion entre las tres variables, aceptamos el modelo
presentado en la tabla 13 como modelo final: tanto la
variante CYP2C9*3 como la CYP2C9*2 y la edad
influyen por si mismas en el requerimiento de aceno-
cumarol de forma significativa.

Para profundizar en el gran efecto de CYP2C9*3
sobre las dosis de acenocumarol realizamos un test
T de Student, con la intencion de evaluar las diferen-
cias en los requerimientos de este anticoagulante en
el grupo de dosis baja entre portadores y no portado-
res de la variante: dentro de ese grupo, los portadores
de CYP2C9*3 requerian dosis ain menores que los
no portadores. Para corroborar este hallazgo original
de la importante influencia de la variante 2C9*3, pu-
dimos describir por primera vez en la literatura mé-
dica un paciente portador homocigoto que durante el
tratamiento con acenocumarol precisd dosis extre-

madamente bajas de acenocumarol (entre 1,25 y 5
mg semanales) a pesar de lo cual presentd periodos
de coagulacion supraterapéutica y un episodio de he-
morragia digestiva grave.

Secuenciacion del gen del citocromo P-450
CYP2C9

Se secuenciaciaron los nueve exones del gen del
citocromo P-450 CYP2C9, incluidas las regiones in-
tronicas adyacentes, en un grupo seleccionado de pa-
cientes que, por sus caracteristicas (requerimientos
de dosis baja o alta de acenocumarol sin condicio-
nantes genéticos conocidos), contaban con con ma-
yores posibilidades de ser portadores de algtin factor
genético con influencia en las dosis del farmaco. No
se observaron anomalias en la secuencia de los pa-
cientes.

Secuenciacion de la region del gen del factor
VII de la coagulacion que codifica el propéptido

Con la hipdtesis de que podria existir alguna va-
riante en el propéptido del factor VII de la coagula-
cién que explicara la sensibilidad al acenocumarol en
nuestros pacientes se intentaron identificar variantes
en el propéptido del factor VII en un gruposeleccio-
nado de diez pacientes con bajos requerimientos de
acenocumarol que no recibian farmacos que alteraran
su metabolizacion ni eran portadores de CYP2C9*3.
De nuevo encontramos que ninguno de ellos tenia al-
teraciones en la secuencia del propéptido.

DISCUSION

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran
por primera vez que las variantes CYP2C9*3 y
CYP2C9*2 aumentan la sensibilidad al efecto an-
ticoagulante del acenocumarol pero, a diferencia
de trabajos previos realizados con warfarina, la va-
riante CYP2C9*3 tiene un efecto mucho mayor que
la variante CYP2C9*2. Asimismo, demostramos
por primera vez que la edad del paciente condicio-
na la sensibilidad al acenocumarol. Por otro lado,
las variantes Ile181Leu y Leu208Val del exén 4 de
CYP2C9, no existen y en realidad son artefactos de-
bidos al empleo de una técnica inadecuada de ampli-
ficacion del DNA. La variante C-1189T del promotor
de CYP2C9 no parece tener un papel importante en




la sensibilidad al acenocumarol. Aunque no hemos
encontrado nuevas variantes, creemos que €stas exis-
ten y que deberian buscarse en grupos seleccionados
de pacientes particularmente sensibles o resistentes al
acenocumarol cuya peculiar respuesta al tratamiento
no pueda explicarse por los factores genéticos o am-
bientales conocidos hasta el momento. Finalmente,
podemos decir que la sensibilidad a los ACO no se
puede explicar por un unico factor, sino que se debe
a la interaccion de multiples factores genéticos y am-
bientales, como lo demuestran nuestros resultados.
El conocimiento de estos factores permitira persona-
lizar el tratamiento y de este modo se aumentara la
seguridad de la terapéutica anticoagulante. Por este
motivo, nuestros resultados tienen trascendencia cli-
nica ya que contribuyen al conocimiento de los fac-
tores con influencia en la sensibilidad al efecto anti-
coagulante del acenocumarol.

CONCLUSIONES

1. Hemos demostrado por primera vez que ser
portador de la variante CYP2C9*3 se asocia
con una mayor probabilidad de precisar una
dosis baja de acenocumarol.

2. Los pacientes portadores de la variante
CYP2C9*2 tienen una probabilidad entre dos
y tres veces mayor de precisar una dosis mas
baja de acenocumarol que los no portadores
de esta variante alélica.
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