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Resumen

La warfarina es uno de los anticoagulantes orales mas usados en la terapéutica médica, cuya
dosificacion requiere un monitoreo serolégico (INR: International Normalized Ratio) debido

a su rango terapéutico estrecho y la potencial gravedad de sus efectos adversos. La enzima
codificada por el gen€YP2C9 es el principal metabolizador de la warfarina. Se ha
determinado la existencia de dos variantes de este gene, relativamente frecuentes en la
poblacién, que determinan un fenotipo “metabolizador lento”. Los portadores de estos alelos
variantes requieren dosis menores de warfarina para lograr la anticoagulacién y estan
expuestos a mayor riesgo de sangrado durante la anticoagulacién oral con este farmaco. Se
describe el caso clinico de un paciente que estando bajo tratamiento profilactico con
warfarina sufre un aumento disparado del INR y un episodio de hematuria. Se analizé el
genotipo del paciente demostrandose que era homocigoto para uno de estos alelos variantes
(genotipo: CYP2C9 *3/*3). Se discuten las aplicaciones de la farmacogenética en el manejo
clinico de estos pacientes y la prevencion de los efectos adversos de un farmaco con un rango
terapéutico estrecho.
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Introduccién relacién con la metabolizacion de warfafthAmbos po-
limorfismos funcionales se han asociado, con evidencias
La principal enzima involucrada en el metabolismo de laconsistentes, a mayores probabilidades de sangrado y
warfarina esta codificada por el ggD¥P2C9en el que  dosis mas bajas de mantenimiétto
se han identificado varios polimorfismos que generan
aloenzimas con actividad metabdlica reducida. Las varian€aso clinico
tes principales —relativamente comunes en la poblacién—
son los alelos CYP2C9*1 (variante normal) y las formasEl paciente es referido a la Policlinica de Genética Cardio-
alternativas CYP2C9*2 y CYP2C9*3. Estas Ultimas estarnvascular (Departamento de Cardiologia de la Facultad de
determinadas por cambios aminoacidicos que generan Bledicina, Hospital de Clinicas y Comision Honoraria para
cambio funcional en la enzif¥aEstos polimorfismos ge- la Salud Cardiovascular [CHSCV]) por hematuria vincula-
néticos (alelos o variantes de un gene frecuentes en [a al tratamiento con warfarina. Se trata de un paciente de
poblacion) que determinan un fenotipo “metabolizador53 afios, de sexo masculino, que sufre traumatismo de miem-
lento”, se han asociado a un riesgo aumentado de sobrbro inferior izquierdo con fractura de tibia y peroné. Aten-
anticoagulacién y de sangrado en pacientes en tratamiedido en una policlinica del interior del pais se le inicia
to con warfarin®. Los individuos portadores de estas tratamiento con heparina de bajo peso molecular por tres
variantes son mas dificiles de manejar en el momento delias, concomitantemente con warfarina, via oral, 5 mg/dia.
inicio de la anticoagulacion oral y tienen un riesgo mayorPosteriormente continlia con esta dosis de warfarina sin
de complicaciones hemorragicas, comparados con logecibir otra medicacion. A los 18 dias del inicio del trata-
homocigotos para el alelo norfiaEstos polimorfismos miento presenta hematuria, por lo que suspende la
explican en buena parte la adopcion de protocolos prowvarfarina. A los 19 dias el INR era de 4,97. A los 21 dias
gresivos de induccion, con control seriado del Internatio{luego de 72 horas de suspendida la warfarina) el INR era
nal Normalized Ratio (INR) en el tratamiento con warfarina.de 10. Es ingresado a nosocomio mutual y se le administra
A pesar de estos protocolos de extendido uso, lowitamina K. La hematuria cede y se le otorga el alta con un
accidentes hemorragicos son mas prevenibles con el dathR de 2,50 a los dos dias del ingreso. A los seis y siete
previo de la susceptibilidad al farmaco. Los avances en alias de suspendida la warfarina el INR erade 2,38y 1,81,
diagndstico molecular a nivel del acido desoxirribonuclei-respectivamente. De los antecedentes personales se des-
co (ADN) han permitido el ensayo de procedimientos deaca que el paciente es un ex fumador, que padecié hepa-
bajo costo y alta especificidad para caracterizar el estadtitis sin secuelas hace 30 afios, no ingesta excesiva de
portador, el tipo y nimeros de alelos de susceptibilidaglcohol, no recibia medicacion crénica ni se refirieron otras
genética de los pacientes que recibiran warfarina. ingestas de herbajes o suplementos alimentarios que su-
El geneCYP2C9esta ubicado en el brazo largo del girieran interaccién con warfarina, u otros inhibidores de
cromosoma 10 (10g24.2) y codifica una enzima dependiena disponibilidad de vitamina K. Del interrogatorio de an-
te del citocromo P-450, —principal metabolizador de latecedentes familiares no surgen datos positivos de even-
warfarina—, catalizando la conversion del enantiomero Sos vinculables a sensibilidad a warfarina u otros farma-
(el més potente y responsable principal del efecto anticos dependientes d&YP2C9 Se plantea la hipotesis de
coagulante a través de la inhibicion de la vitamina K epéxi-que el paciente sea portador de una mutaci@QY&2C9
do reductasa), a metabolitos 6-hidroxi y 7-hidroxi inacti- y se solicita el ingreso al programa para estudio genémico
vos. Se han reportado diversas variantes alélicas den una blasqueda retrospectiva de la causa de su diatesis
CYP2C9siendo los alelos méas importantes: CYP2C9*1,hemorragica.
considerado el alelo normal (el mas frecuente) y dos alelos
surgidos por sustituciones: CYP2C9*2 —sustitucion deMaterial y método
arginina por cisteina en la posicion 144 de la proteina—
(Arg144cCys), y CYP2C9*3 —sustitucion de isoleucina por Se extrajo ADN del paciente a partir de una muestra de 2
leucina en el codon 359 (lle359LEU)Estas dos varian- ml de sangre periférica, por “kit” de purificacién de ADN
tes se estima que estan presentes en 30% de la poblacigendmico (Fermentas, Lituania) de acuerdo con el proto-
con frecuencias alélicas de 0,12 y 0,08 respectivafiiente colo del fabricante. Las mutaciones C430T (*2) y A1075C
Esta extensamente estudiado el efecto de estas dos \(&3) deCYP2C%e determinaron utilizando los “kits” de
riantes sobre la actividad enzimatica y el metabolismo demplificacién-restriccion (CYP2C9 C430T-CYP2C9*2y
varios sustratos. Los alelos *2 y *3 determinan un metaCYP2C9 A1075C-CYP2C9*3), amablemente cedidos para
bolismo deficiente de la hidroxilacién de la S-warfarina in el proyecto por su fabricanteATGenSistemas Molecu-
vitro. Se ha estimado que la variante *3 tiene una eficientares (Uruguay)—, de acuerdo con las recomendaciones
cia de 5% y la *2 de 12% respecto del alelo normal erde la empresa. Brevemente, el método utiliza la amplifica-
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cion por PCR de segmentos de ADN del gene y la dete@ion del genotipo de cada individuo. Los resultados del
cion de la presencia/ausencia de la mutacion por digegstudio se comunicaron al paciente en una consulta de
tién con una enzima de restriccion especifica y determinaasesoramiento genético y se dirigié un informe escrito a
cion electroforética de la longitud de los fragmentos gelos médicos tratantes. La mutacidon marca una susceptibi-
nerados. La interpretacion del patrén de bandeo indivilidad constitucional prevenible, capaz de ocasionar com-
dual se hace después de electroforesis en geles gdicaciones iatrogénicas, que acompafia al paciente a lo
acrilamida al 6% y tincion permanente con nitrato de platalargo de su vida. Es transmisible como una caracteristica
Andlisis genémico: la interpretacién de los patronescodominante, que se expresa tanto en el homocigota (dos
de bandeo deYP2C%ara las mutaciones C430T (*2) y copias) como en el heterocigota (una copia) y debe consi-
A1075C (*3), mostro que el paciente es homocigota parderarse la extension de la prevencién a otros miembros de
la variante 3 (1075C), genotipo CYP2C%3y no porta-  la familia que el analisis genealdgico identifique como po-

dor del polimorfismo *2 (figura 1). blaciéon en riesgo presumible.
Estan en estudio las indicaciones previas de genoti-
Discusion pado en pacientes que ingresan por primera vez a la tera-

pia anticoagulante con warfarina. Aunque no se recomien-
En un paciente sin evidencias de otras interacciones mela el screening poblacional, la indicacion parece obvia en
dicamentosas, el genotipo *3/*3 de CYP2C9 explica repacientes donde se busca la causa del evento de sobre-
trospectivamente el marcado incremento del INR (hastanticoagulacién o sangrado cuando existe la posibilidad
10) y el evento de sangrado consecuente, como una regcnica de la determinacion.
puesta anormal a las dosis estdndar de warfarina. La va- A pesar de la biusqueda de otros polimorfismos en
riante *3tiene unaficiencia en la metabolizacion de la regiones reguladoras @&’ P2C9los principales causan-
warfarina 95% menor que la del alelo normal, por lo que ertes de disfuncion siguen siendo los polimorfismos *2 y
general estos pacientes requieren dosis significativameri3©). Las frecuencias de los genotipos homocigotas *2
te menores de warfarina para alcanzar los valores de INR y *3/*3 o doble heterocigotas 23 estan en 1,6%
deseados. La respuesta de estos pacientes a la warfarih&% y 0,4%, respectivamente, sumando 3,8% mientras
puede ser muy marcada con aumentos disparados de INfeie los heterocigotas (*1/*2 y *1/*3) con frecuencias de
y eventos de sangraélo 19%y 12,1% representan 31% de una poblacion caucasica

Como parte de la consulta de Genética Médica se re@n terapia anticoagulante, contra 65,1% de |@sl*&n

lizé la investigacién de la historia familiar y se asesoré alina publicacién recierite.
paciente en relacion con su riesgo y el riesgo familiar. Am-  Independientemente de lo acertado o no de la indica-
bos padres del caso indice y sus descendientes seréidn hecha al paciente del tratamiento anticoagulante en
portadores de al menos un alelo de riesgo (*3), por lo queelacion con su traumatismo, el caso nos advierte del in-
de ser expuestos a farmacos metabolizados por CYP2Q@9emento del riesgo relativo de aumento indeseado del
pueden sufrir eventos adversos por sobredosificacion eifNR y sus complicaciones en una fraccion de alrededor de
relacion con su genotipo. Se recomienda realizar el estt80% de la poblacion frente al tratamiento con warfarina.
dio gendémico correspondiente para la efectiva determinaeste caso ilustra la importancia de la evaluacién de SNPs

170_
156 _

134

Figura 1. Visualizacion del polimorfismo A1075C de CYP2C9 en gel de acrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata. Carril 1:
marcador de peso molecular (provisto en el kit): banda de amplificacién (170 pb) y los dos posibles productos de digestion [(134
pb para el alelo A (*1); 156 pb para el alelo C (*3)]. Carril 2: individuo heterocigota AC (*1/*3). Carril 3: paciente indice homocigota
mutado CC (*3/*3). Carril 4: individuo homocigota AA (*1/*1). El paciente no present6 la mutacion *2 (dato no mostrado).

PB: pares de base. A: adenina. C: citosina. *1: alelo normal.
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(Simple Nucleotide Polymorphisms) en la explicacion de laliares cuando debieran ser sometidos a la misma terapia.
reaccion individual a los farmacos y la importancia de los  Consideramos que se debe recurrir a este tipo de diag-
conceptos de estratificacion clinica para la identificacionnésticos para explicar eventos adversos, como aumentos
de subgrupos de mayor riesgo. Casos como este, y otrassparados del INR o sangrados, y tener en cuenta esta
similares descriptos en la bibliografia internaci@hales-  informacién en futuras intervenciones farmacolégicas en
tacan la utilidad de nuevas herramientas, como los anélel paciente y en familiares portadores. La hermandad de
sis gendmicos en la implementacién de una medicinan paciente homocigota tiene las mismas probabilidades
individualizada identificando a los pacientes que mas sele recibir la combinacién de alelos de riesgo asi como su
beneficiarian de intervenciones terapéuticas especificgsrogenie. La investigacién del genotipo en estos parien-
0 minimizando los riesgos de efectos farmacolégicos adtes se debe considerar especialmente cuando: 1) existe
versos, 0 ambos. consanguinidad; 2) la frecuencia del alelo es alta en la
El conocimiento del perfil gendmico de los pacientespoblacion; 3) se conoce el efecto del alelo en heterocigosis
comienza a ser una herramienta confiable en el proceso dgenera fenotipos intermedios). Ademas, en las indicacio-
toma de decisiones en las terapias individualizadas, oriemes mas frecuentes de terapia anticoagulante con warfarina
tadas a generar los mayores beneficios, minimizando lols determinacion del genotipo del paciente deberia tomar-
riesgo®. La simplificacion, el abaratamiento y la automa- se en cuenta en situaciones de alto riesgo presumible in-
tizacion de los diagnésticos moleculares y la ventaja detlependientemente de los antecedentes personales o fa-
diagnaostico por Unica vez, asi como el facil acceso a informiliares (tabla 1). La eleccion de farmacos tipo aspirina o
macién gendmica relevante, hacen que sea una opciénl@s nuevos anticoagulantes orales como los inhibidores
tener en cuenta frente a pacientes de alto riesgo. El valalirectos de la trombina, pueden ser opciones cuando es-
de estos diagndsticos va mas alla de la terapia individuaén accesibles para estos paciéfites
y la intervencion farmacoldgica actual y se extienden ala El Area Genética Molecular de la CHSCV y la Céatedra
prevencioén en intervenciones futuras en el paciente porde Cardiologia del Hospital de Clinicas, motivados por las
tador y de las complicaciones y los accidentes en los famalentadoras posibilidades preventivas de esta tematica,

Tabla 1. Indicaciones sugeridas de genotipado de mutaciones en CYP2C9 *2 y *3

En el paciente
(durante el tratamiento o como antecedente)

En los familiares
(previo a intervencion terapéutica
0 por solicitud preventiva)

Dificultad en la estabilizacién del INR.

Aumento anormal o brusco de los valores de INR
(especialmente mayor a 6) en las dosis de induc-
cién habituales.

Deterioro en el control de la anticoagulacion o
eventos de sangrado.

Concomitancia de tratamiento con otros medica-
mentos inhibidores de o competidores de
CYP2C9.

Informacion previa de existencia de alelo(s) de
riesgo en familiar.

Antecedente de efectos adversos frente a farma-
cos metabolizados por CYP2C9.

Informacion previa de existencia de alelo de ries-
go en familiar.

Antecedente de efectos adversos frente a farma-
cos metabolizados por CYP2C9 en familiar.

Presuncion de portadores por analisis
genealdgico.

Homocigosis presumible para alelos de riesgo
por consanguinidad parental o alta frecuencia del
alelo en la poblacién, o ambos.

INR: International Normalized Ratio
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iniciaron un proyecto piloto que apunta a definir la estra-4 un plus grand risque de saignement pendant I'anticoagu-
tegia de determinacién del genotipo de los pacientes patation orale avec cette substance. On décrit le cas clinique
el gene€CYP2C¢a fin de mejorar el manejo y la calidad de d’un patient qui, sous ce traitement prophylactique avec
su tratamiento anticoagulante con warfarina y disminuitwwarfarine, souffre une augmentation subite du INR et une
los riesgos de accidentes hemorragicos. Los detalles dépisode d’hématurie. On analyse le génotype du patient
mismo se pueden consultar en: www.cardiosalud.org  pour démontrer enfin qu'il était homocygote pour I'un de
ces alléles variants (génotype: CYP2C9*3/*3). On discute
les applications de la pharmacogénétique au traitement de
ces patients et la prévention des effets secondaires adver-

Summary

Warfarin is one of the most used oral anticoagulant whosges d’'un médicament a rang thérapeutique étroit.

dosage needs a serologic assessment (INR: International
Normalized Ratio) due to its narrow therapeutic range and

the virtually severe secondary effects. The mainBibliografia

metabolizer of warfarin is the codified enzime for CYP2C9
gene. There are two variants of this gene, relatively fre-"
qguent, that determine a ‘poor metabolizer’ phenotype.
Carriers of these variant alleles are at higher risk of bleed-
ing during oral anticoagulation and need low warfarin?-
doses to reach anticoagulation. A clinical case of a pa-
tient under prolilactic warfarin treatment who presented a
peek increase of INR and an hematuria episode is reportedl.
The genotype of the patient was analized showing that it
was homocygote for one allele (genotype: CYP2C9 *3/
*3). Application of pharmacogenetic in clinical manage- 4.
ment and the prevention of secondary effects are dis-
cussed. S.

Résumé 6.

La warfarine est un des anti-coagulants oraux des plus
utilisés en thérapeutique médicale, dont la dose requiert
un monitorage sérologique (INR: International Normalized "
Ratio) vu son rang thérapeutique étroit et la potentielle
gravité de ses effets secondaires adverses. L'enzyme
codifiée pour le géne CYP2C9 est le principal métaboliseuf
de la warfarine. On a déterminé deux variantes de ce gene,
d'un relative fréquence dans la population, qui détermineng
un phénotype “métaboliseur lent”. Les porteurs de ces
alleles variants requierent des doses plus réduites ded-
warfarine pour atteindre I'anti-coagulation et sont exposés
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