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RESUMEN

INTRODUCCION: En Chile, las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de
morbimortalidad. Entre los farmacos que se utilizan para su tratamiento se encuentran los
antivitaminicos K (AVK), los cuales presentan un estrecho margen terapéutico asociado a una
alta variabilidad individual en su respuesta. Estudios farmacogenéticos realizados hasta la
fecha indican que los polimorfismos CYP2C9*2, CYP2C9*3 y VKORC1-1639G>A en
poblaciones caucésicas explican un 60% la variabilidad de esta respuesta. Por lo tanto, en este
trabajo de tesis se evalla la influencia de otras variantes genéticas para mejorar la dosificacion
clinica. Entre estas se encuentran el factor VII de coagulacion, CYP4F2 y y-glutamil

carboxilasa (GGCx), participantes en el ciclo de la vitamina K.

HIPOTESIS: Variaciones genéticas en los loci de los genes que codifican para GGCX,
VKORC1, CYP2C9, FVII y CYP4F2, contribuyen a la variabilidad de la dosis semanal
requerida en pacientes en tratamiento con AVK.

OBJETIVO: Determinar la relacién entre los polimorfismos genéticos en los loci de los
genes que codifican para FVII, CYP4F2, GGCx, VKORC1 y CYP2C9 con la variabilidad en la

dosis semanal requerida por los pacientes en tratamiento con AVK.

METODOLOGIA: Se reclutaron 304 pacientes adultos de los Policlinicos de Tratamiento
Anticoagulante Oral (TACO) del Servicio de Salud Metropolitano Occidente, con valor de
rango terapéutico de INR entre 2,0-3,0, con tres controles consecutivos dentro del rango, entre
enero 2010 y diciembre 2017. Se realizaron andlisis de asociacion genotipo — fenotipo
comparando medias de dosis entre genotipos. Se genotipificé usando la técnica de PCR en
tiempo real por sondas TagMan®. Se estimaron asociaciones con analisis multivariado y odds

ratios (nivel de confianza del 95%).

RESULTADOS: Se obtuvieron asociaciones de promedios de dosis terapéutica semanal
(DTS) con genotipos individuales y genotipos combinados entre diferentes genes. Las
variantes genéticas de CYP2C9*3 y VKORCL1 (rs9923231) se asociaron con baja dosis de
acenocumarol, mientras que las variantes genéticas de CYP4F2 y VKORC1 (rs7294) se
asociaron con dosis alta de acenocumarol. El agrupar las variantes no genéticas (sexo/edad)

con las variantes genéticas para dosis baja de acenocumarol explica la variabilidad en un
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22,98%, por otra parte, el agrupar las variantes no genéticas (sexo/edad) con las variantes
genéticas para dosis alta de acenocumarol explica la variabilidad en un 7,94%. Finalmente la
agrupacion de todas las variables estudiadas, explica la variabilidad en el requerimiento de

dosis de acenocumarol en un 23,79%.

CONCLUSION: Los SNP VKORC1 (rs9923231) y CYP2C9*3 (1057910) explican
parcialmente el requerimiento de una dosis terapéutica semanal menor de acenocumarol.
Mientras que los SNP VKORCL1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622) explican parcialmente el

requerimiento de una dosis terapéutica semanal mayor de acenocumarol.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: In Chile, cardiovascular diseases are the leading cause of morbility and
mortality. Among the drugs used for their treatment are Vitamin K antagonists (VKA), which
have a narrow therapeutic margin associated with high individual variability in their response.
Pharmacogenetic studies carried out to date indicate that the CYP2C9*2, CYP2C9*3 and
VKORC1-1639G>A polymorphisms in Caucasian populations explain the variability of this
response 60%. Therefore, in this thesis the influence of other genetic variants is evaluated to
improve the clinical dosage. Among these are coagulation factor VII, CYP4F2 and y-glutamyl

carboxylase (GGCXx), participants in the vitamin K cycle.

HYPHOTHESIS: Genetic variations in the loci of the GGCx, VKORC1, CYP2C9, FVII and
CYP4F2 genes, contribute to the variability of the weekly dose required in patients undergoing
treatment with VKA.

OBJECTIVE: To determine the relationship between genetic polymorphisms in the loci of
the FVII, CYP4F2, GGCx, VKORCL1 and CYP2C9 genes with the variability in the weekly

dose required by patients under treatment with VKA.

METHODOLOGY: 304 Patients were recruited from the Oral Anticoagulant Treatment
Polyclinics (TACO) of the Metropolitan Health Service West, with a therapeutic range of INR
value between 2.0-3.0, with three consecutive controls within the range between January 2010
to December 2017. Genotype - phenotype association analyzes were performed comparing
dose means between genotypes. The real-time PCR technique was used by TagMan® probes.
Associations were estimated with multivariate analysis and odds ratios (95% confidence

level).

RESULTS: Associations were obtained of weekly therapeutic dose averages (WTD) with
individual genotypes and genotypes combined between different genes. The genetic variants
of CYP2C9 * 3 and VKORC1 (rs9923231) are related to low doses of Acenocoumarol, while
the genetic variants of CYP4F2 and VKORCL1 (rs7294) related to high doses of
Acenocoumarol. When grouping the non-genetic variants (sex/age) with the genetic variants
for low doses of acenocoumarol explains the variability in 22,8%, on the other hand, the

grouping of the non-genetic variants (sex/age) with the genetic variants for High dose of
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acenocoumarol explains the variability by 7,94%. Finally, the grouping of all the variables
studied explains the variability in the dose requirement of acenocoumarol in 23,79%.

CONCLUSION: The SNP VKORC1 (rs9923231) and CYP2C9*3 (rs1057910) explain the
requeriment for a lower weekly therapeutic dose of acenocoumarol. While the SNP VKORC1
(rs7294) and CYP4F2 (rs2108622) explain the requeriment of a higher weekly therapeutic

dose of acenocoumarol.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes Generales

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en el mundo. Anualmente ocurren aproximadamente 17,5 millones de muertes por
esta causa, estimando que para el afio 2030 la cifra aumentara a 23,6 millones. Dentro de los
principales factores en el desarrollo de estas enfermedades se encuentran el elevado consumo

de tabaco, baja actividad fisica, alimentacion poco saludable, entre otros (1-3).

La causa mas frecuente de las ECV es la formacion de ateromas o trombos en las paredes
de los vasos sanguineos impidiendo un correcto flujo sanguineo en el organismo (2). Dentro
de las ECV destacan Fibrilacion Auricular (FA), Accidente Cerebro Vascular (ACV),
trombofilias, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita e insuficiencia cardiaca, entre otras
4,5).

En Chile, la mortalidad por las ECV alcanza el 27,5% del total de defunciones el afio
2014, donde fallecieron mas de veinticinco mil personas mayores de 55 afios por esta causa
(6), siendo la principal causa de muerte en el pais, destacandose las enfermedades isquémicas
y accidentes cerebrovasculares con una tasa de 43,9 y 51,1 por cada cien mil habitantes,
respectivamente el afio 2013 (7). Ademas, el ingreso a los servicios de urgencias supera las

seis mil visitas semanales por diversas ECV en los ultimos afios (8).

En personas que padecen de alguna ECV o presentan alto riesgo cardiovascular, es
fundamental la deteccion precoz e iniciar un tratamiento temprano con medidas preventivas no
farmacoldgicas, como dieta, ejercicio y suspension del habito tabaquico principalmente. Otra
alternativa es el implementar medidas farmacoldgicas como es el uso profilactico de

anticoagulantes orales cumarinicos (warfarina y acenocumarol) (2).

En Chile, son escasos los estudios que caracterizan a los pacientes que estan bajo
tratamiento con derivados de cumarina. En el afio 2017 se publicaron los resultados del
estudio GARFIELD AF realizado en pacientes chilenos con FA, el cual conté con 971

pacientes atendidos tanto en hospitales publicos como clinicas privadas y quienes presentaron
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1.2.

una mediana del tiempo en rango terapéutico del 40%. Del total de pacientes 36 presentaron
como evento adverso un ACV, es decir, un 3,6 % (9)

Antagonistas de Vitamina K (AVK)

Los AVK han demostrado de manera consistente ser altamente efectivos y hoy en dia son
comunmente prescritos, y Utiles, en la prevencion de nuevos cuadros trombdéticos como: ACV,
trastornos del ritmo (arritmia, FA, fluter auricular, marcapaso y enfermedad del nodo),
trombosis venosa profunda/superficial, entre otros. Del total de prescripciones en el mundo,
los AVK corresponden un 1,5% de los farmacos (10). Sin embargo, duplican el riesgo de
hemorragias, principalmente por su estrecho margen terapeutico y la alta variabilidad

terapéutica, la cual es mayor las primeras semanas de iniciado este tratamiento (11,12).

Dada la complejidad y las diferencias de las caracteristicas farmacocinéticas y
farmacodinamicas de estos farmacos (Tabla N°1) (13) que permiten diferenciarlos segun su
actividad, es que presentan una amplia variabilidad individual en el efecto terapéutico
deseado, la cual estd dada por diversos factores como son las interacciones farmacolégicas y
ambientales, dieta, estados hipermetabdlicos, comorbilidades, edad y factores genéticos, entre

otros.
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Tabla N°1: Caracteristicas Farmacocinéticas y Farmacodindmicas de Warfarina y
Acenocumarol (13).

Farmaco Warfarina Acenocumarol
Estructura quimica o
OH
LU
o” O
Presentacién 2,5y5mg ly4mg
Dosis de Inicio 5-7,5 mg 8-12 mg
Tiempo de vida media 30-40 horas 5-9 horas
Unién a proteinas (%) 97 97
Diana terapéutica VKORC1 VKORC1
Frecuencia de Una vez al dia Una vez al dia
administracion
Monitorizacién INR-ajustado INR-ajustado
R(+) | CYP2C9, CYP1A2, CYP1A1, CYP2C9
CYP2C8, CYP2C19y CYP1A2
Metabolismo CYP3A4 CYP2C19
S(-) CYP2C9 CYP2C19

CYP: Citocromo P450; INR: Razén normalizada internacional, del inglés International Normalized Ratio;
VKORCI1: Vitamina K epoxido-reductasa complejo 1.

121 Warfarina

Es un derivado cumarinico de la 4-hidroxicumarina. Posee un ndcleo con estructura
similar a la vitamina K. Ademés, posee un carbono asimétrico épticamente activo. Al
administrar este farmaco y una vez metabolizado, se originan dos productos racémicos en
cantidades idénticas, S(-) y R(+), para cada enantiomero, los cuales son quimicamente
diferentes. El enantiomero S(-) presenta una actividad anticoagulante 3 a 5 veces mayor que
el enantiomero R(+) (14,15).
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1.2.2 Acenocumarol

1.3.

Es un anélogo de warfarina, en la cual se agrega un grupo nitro en la posicién 4 (4-nitro),
el cual produce los cambios farmacocinéticos indicados en la tabla N°1. Este farmaco se
metaboliza, principalmente por CYP2C9, originandose dos productos racémicos en cantidades
idénticas (S(-) y R(+)) para cada enantidémero. El enantiomero S(-) el cual presenta una vida
media de 2 horas aproximadamente, mientras que el enantibmero R(+) presenta una vida
media de aproximadamente 8 horas, este Ultimo es el enantiomero que presenta la actividad

anticoagulante (13).

Calculo de dosis AVK

La monitorizacion constante y el estricto control de esta terapia son fundamentales para
reducir el riesgo de eventos tromboembdlicos o sangrados. El célculo de la dosis semanal de
los AVK se realiza en base al tiempo de protrombina, expresado como International
Normalized Ratio (INR), el cual ha sido fundamental para validar la eficacia y seguridad de
esta terapia. El rango de anticoagulacion depende del cuadro clinico (Tabla N°2) (16,17). El
resultado del INR determina la efectividad del efecto anticoagulante y su valor se relaciona
con el riesgo de sufrir sangrado o un nuevo evento trombotico, es por eso que en cada control

de INR se ajusta la dosis del AVK de acuerdo al resultado del examen obtenido.

Escuela de Postgrado

Avda. Independencia 1027, Santiago, Chile. Tel: (56 2) 29789588, danielavinals@med.uchile.cl.
http://www.medicina.uchile.cl/postgrado



Tabla N°2: Rango de anticoagulacion sugerido de acuerdo al cuadro clinico (16,17)

Cuadro clinico con Rango Cuadro clinico con Rango Cuadro clinico Rango
indicacion de AVK INR indicacion de AVK INR con indicacion de INR
sugerido sugerido AVK sugerido
Trombosis venosa 2,0-3,0 Trombosis de seno 2,0-3,0 Tromboembolismo | 2,0 —3,0
profunda venoso cerebral Pulmonar
Sindrome Obstruccion arterial Trombosis Arterial
Antifosfolipidos sin | 2,0-3,0 crénica con prétesis | 2,0-3,0 + venosa 2,0-3,0
trombosis previa endovascular
Pratesis valvular Sindrome Trombosis
mitral mecénica 25-35 antifosfolipidos con | 3,0-3,5 Mesentérica- 2,0-3,0
moderna trombosis previa Portal
Protesis valvular 2,0-3,0 Prétesis valvular 2,0-3,0 Hipertensién 2,0-3,0
aortica mecanica bioldgica Pulmonar
Accidente Cerebro
Prétesis valvular 2,0-3,0 Proétesis mecanicas | 2,0-3,0 Vascular 2,0-3,0
biologica mualtiples Isquémico
Valvulopatia nativa | 2,0-3,0 Arritmia 2,0-30 Trombofilia 2,0-3,0
Prétesis valvular Foramen Oval Prétesis valvular
mitral mecanica 3,0-4,0 permeable con 2,0-3,0 mecanica mitro- | 2,5- 3,5

antigua (emboligena)

accidente trombdticos

aortica

AVK: Antagonistas de Vitamina K

Se han propuesto varios indices de calidad de monitorizacion del INR, siendo el Tiempo

en Rango Terapéutico (TRT) el mas utilizado mediante el método de Rosendaal, que considera

una progresion lineal entre dos valores de INR, y permite calcular el valor de INR especifico

para cada dia de tratamiento (18). El porcentaje de TRT es proporcional a la calidad del

tratamiento, por lo tanto, a mayor valor de TRT, mejor sera la calidad de la terapia. Se ha

informado que tanto las tasas de hemorragia como las de mortalidad son significativamente

mas altas en pacientes con TRT <60% en comparacion con aquellos con TRT >60%, por lo

tanto, este valor se ha determinado para hablar de buena calidad del tratamiento (19,20).

Las dietas ricas en vegetales verdes (espinacas, brocoli, acelgas, entre otros) impactan en

la dosis de AVK, debido a que estos vegetales son ricos en vitamina K (VK), inhibiendo el

efecto anticoagulante. Aun asi, no se recomienda la suspensiéon de este tipo de vegetales,
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1.4.

principalmente en pacientes diabéticos o con dietas especiales, solo se debe considerar un
consumo estandar entre los 75 y los 120 pg/dia para no alterar la eficacia del farmaco (21).

La prescripcion o automedicacion de otros farmacos durante el tratamiento con AVK,
continuada o intermitente, es fuente de numerosas interacciones farmacocinéticas y
farmacodinamicas, por ejemplo: acido acetilsalicilico, tetraciclinas, metronidazol,
ciprofloxacino, amiodarona, entre otros. Estos farmacos provocan un aumento en la eficacia
de los AVK, al ser inhibidores enziméticos del citocromo P-450, aumentando la probabilidad
de presentar reacciones adversas a medicamentos (RAM) al superar el umbral de
concentracion minima toxica (CMT). Al contrario, farmacos como rifampicina, barbitaricos,
carbamazepina, entre otros, provocan una disminucion en la eficacia de los AVK al ser
considerados inductores enzimaticos del citocromo P-450, no superando el umbral de

concentracion minima eficaz (CME) (16,17).

La mayoria de los estudios publicados se enfocan en estudiar la variabilidad en la dosis de
mantenimiento de la warfarina, y no toman en consideracion los aspectos temporales en la
respuesta al INR, uno de ellos es la edad, donde se ha calculado que la reduccion en el
requerimiento de dosis por AVK es de aproximadamente de un 6% por década. Por lo tanto, si
no se considera la edad en el calculo de la dosis de mantencion de AVK se expone a los

pacientes a riesgos hemorragicos (22).

Por otra parte, el riesgo de sangrado asociado al tratamiento con AVK es dificil de estimar
y varia segun el disefio del estudio, con una incidencia anual de hemorragia fatal del 0,6%, de

hemorragia mayor del 3% y del 9,6% para casos de hemorragia menor (23,24).

Mecanismo de accion AVK

Los AVK bloquean el ciclo de regeneracion de VK, inhibiendo las quinonas reductasas y
la enzima Vitamina K Epoxido Reductasa Subunidad complejo 1 (VKORC1). La VK es un
elemento fundamental para la sintesis hepética de cuatro factores de coagulacion (FC): 11, VII,
IX y X. Estas cuatro proteinas contienen &cido-y-carboxiglutamico, un aminoacido formado

por la accion postraduccional de la enzima y-glutamil carboxilasa (GGCx) dependiente de VK
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sobre residuos glutamilo (13). Estos residuos dotan a los FC de la propiedad de fijarse a las
superficies de fosfolipidos en presencia de iones calcio, la cual es esencial para activar

fisiolégicamente la cascada de coagulacion.

La VK necesita estar en forma reducida (hidroguinona) para actuar como cofactor de
GGCx. La hidroquinona media la cesion de un protén del carbono y del residuo glutamilo de
la proteina, adicionandose entonces CO, a ese carbono para formar el acido y-
carboxiglutamico. En esta reaccién se forma un epoxido de VK que es inactivo, pero

VKORC1 reduce el epoxido para convertirlo de nuevo en quinona reducida (Figura N°1) (13).

Por lo tanto, en presencia de los AVK se consume la cantidad existente de hidroxiquinona
(activa) hasta que se agota y las proteinas dependientes de VK van al plasma de forma inactiva
(parcialmente carboxiladas), disminuyendo la capacidad de formar fibrina (Figura N°1) (12)

provocando el efecto anticoagulante deseado.

R-ACENOCUMAROL

X/ \(// 5-WARFARINA
, VKORC1 &

Vitamina K
Vitamina K (reducida)

(epoxido) Hidroquinona

Xl = Xlla
Xl = Xla PC/PS \ } | Factor tisular |
7y GGCX ' /

x>mxa /0N / Vil >vila |
"4
\ FT-Vila
VI <> Villa '-,_‘_- }—1 Xi

| Ca@ = la ]—)-II—)Ia

Va, Xa

Polimero de
fibrina

Figura N°1: Warfarina y Acenocumarol inhiben la reductasa de VKORC1 antagonizando la regeneracion de la
reduccion de la vitamina K, cofactor esencial para la y-glutamil carboxilasa. Esto disminuye la activacién de la
carboxilacion de residuos de glutamato en los factores de coagulacion I, VI, IX'y X, generando menor cantidad
de polimeros de fibrina y de esta forma disminuyendo la formacién de codgulos. VKORCL1: Vitamina K Epdxido
Reductasa Subunidad Complejo 1. GGCx: y-glutamil carboxilasa.
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1.5.

Entre las complicaciones de la dosificacion inapropiada de AVK, las hemorragias se
encuentran entre los eventos adversos informados con mayor frecuencia y es una de las

razones mas comunes para las consultas de emergencia (25).

Farmacogenética

Se ha observado, al utilizar en un grupo de pacientes el mismo farmaco, se obtienen
diferentes resultados: aquellos que responden de manera esperada, otros que presentan falla
terapéutica, y otros que presentan RAM (Figura N°2). Esta variabilidad es multifactorial,
incluyendo factores no genéticos: edad, sexo, indice de masa corporal, dieta y farmacos que
interactlan, entre otros (26), y factores genéticos. Estos Gltimos son responsables entre 25% y

un 95% en la variabilidad de la respuesta al tratamiento farmacol6gico (27,28).

Lou pacieses ARRRAL
— TIT11

i i i i i i Responden al tratamiento
. -

No responden al tratamiento
' ' Sufren efectos adversos
frRiee Trie

e & &

Figura N°2: Variabilidad en la respuesta al tratamiento con un solo farmaco. En azul, aquellos que responden de
manera esperada, en verde, aquellos que presentan RAM Yy en rojo, aquellos que no responden al tratamiento al
no alcanzar la CME.

Los analisis farmacogenéticos contribuyen en estimar las dosis mas apropiadas para una
terapia individualizada, en diversas areas como: oncologia (29,4%), psiquiatria (17,6%),

infecciosos (11%), cardiologia (7,4%), entre otros (29).

La farmacogenética estudia la totalidad de genes que influyen en la respuesta

farmacoldgica en un determinado tratamiento. Esta area ha contribuido en entregar respuestas
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en la variabilidad observada en los tratamientos con un determinado farmaco (Figura N°2). La
farmacogenética incluye el estudio de polimorfismos genéticos, los cuales se definen como
variaciones genéticas en la secuencia nucleotidica que podria presentarse en al menos 2

fenotipos en una poblacion con una frecuencia mayor al 1%.

Los polimorfismos son la base natural de la variabilidad genética dentro de una misma
especie y se clasifican en: mini satélites, también llamados secuencias repetitivas variables
(VNTR); microsatélites que estdn formados por secuencias repetidas de di, tri o tetra
nucleotidos; y polimorfismos de nucleétidos Unicos (del inglés Single Nucleotide
Polymorphism, SNP), estos ultimos definiéndose como variaciones genéticas de un nucleétido
que podria presentarse en al menos dos fenotipos en una poblacién con una frecuencia mayor

al 1% (30).

El estudio de los SNP se encuentra asociado a una alteracion de la actividad o expresion
de las proteinas que metabolizan, transportan o son blancos de accion de farmacos (30).

Segun el efecto del SNP y su efecto sobre el metabolismo del farmaco (Figura N°3) se
clasifican en: (31,32).

SNP Gen deleccionado Gen duplicado
MNoto sbewitre A @oa podrmiartcos © mulipiicado
ST DI T —_—
| i | | P
@ - @ - O - No hay mRNA l l l
O | | ==
H

No se produce
proleina

| i ! |

Melabolismo  Metabalicms

Normal Reg ok

e

No hay Fl
metabolismo

Metabx

Figura N°3: Clasificacion del metabolismo de acuerdo al tipo de polimorfismo genético presente.
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Metabolizador lento o pobre: Presenta al menos un alelo mutado, provocando un cambio de

un amino&cido codificado o corrimientio en el marco de lectura, dando como resultado una
enzima incapaz de plegarse correctamente (inestable) y en consecuencia su actividad catalitica
se encuentra disminuida, provocando con ello acumulacion del farmaco libre. Ademas, los
cambios a nivel genético pueden causar una alteracion en la especificidad por el sustrato,

dando como resultado la generacion de otros metabolitos.

Metabolizador Extensivo (normal): Presenta dos alelos silvestres, lo que se traduce en una

enzima normal, con su actividad metabolizadora de compuestos enddgenos y xenobidticos sin

alteracion.

Metabolizador ultra-rapido: Presenta al menos un alelo que codifica para un cambio de

aminoéacido, dando como resultado una enzima con actividad catalitica aumentada, requiriendo
un aumento en la dosis para que la terapia sea eficaz. Otro efecto seria que la mutacion active
el promotor del gen aumentando la transcripcién y la traduccion de la enzima. Finalmente
pueden producirse multiples copias del gen. En los tres casos se requiere un aumento en la

dosis para que la terapia sea eficaz.

Considerando estos antecedentes, el campo de la farmacogendmica ha estudiado la
relacion que existe entre los factores genéticos y las dosis requeridas de los AVK. Entre los
factores genéticos, el citocromo P-450 y VKORCL1 juegan un papel clave en el metabolismo

de las cumarinas (25,33).

Se han desarrollado diversos algoritmos para la dosificacion de AVK que incluye
variables clinicas (edad, sexo, IMC, entre otros) (16,28,34-37). La Food and Drug
Administration (FDA) recomienda realizar analisis farmacogenéticos de tres SNP previo al
uso de AVK, dos corresponden al citocromo P-450, especificamente CYP2C9*2 (rs1799853)
y CYP2C9*3 (rs1057910); mientras que el tercero corresponde a VKORCI1, variante
-1639G>A (rs9923231) (28,38,39). La sugerencia de la FDA como también los algoritmos
desarrollados se encuentra enfocada en detectar a los metabolizadores pobres, evitando el
riesgo de las hemorragias. No existe algoritmo para metabolizadores ultrarrapidos, cuyo efecto
adverso es un nuevo cuadro trombotico, con el riesgo de presentar secuelas, que afectaran la

calidad de vida del paciente, su familia y son de un alto costo para los sistemas de salud.
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La edad, sexo, dieta, interacciones farmacoldgicas, junto con las variables genéticas
recomendadas, explicarian solo el 60% de la variabilidad en la respuesta al tratamiento con
AVK (34,40). Lo que no excluye la incorporacion de otros SNP para mejorar la precision en la

dosificacion y evaluar su contribucién en el tratamiento con AVK.

1.6. Polimorfismos que alteran la dosis de AVK

1.6.1. Gamma-Glutamil Carboxilasa (GGCXx)

GGCx es una enzima importante en la activacion de FC (11, VII, IX y X), requiere como
cofactor a la hidroquinona para oxidarla a vitamina K 2-3 epdxido, agregando un residuo
carboxilico en el carbono gamma sobre los residuos glutamicos y con ello la activacion de los
FC (13).

Se ha observado que mutaciones en GGCx provocan como resultado un aumento en el
valor de INR, implicando en una suspensién temporal del tratamiento con AVK (41,42). Otro
estudio en ratas, donde se realizé un knockout de GGCx provocaron la muerte de estas por
eventos hemorragicos (43).

El gen GGCx que codifica para la enzima GGCXx, se encuentra en el cromosoma 2 (2p12),
con una extension de 13 kb y contiene 15 exones (41,43). La variante genética mas estudiada y
con mayor controversia, corresponde al rs11676382, el cual genera un cambio nucleotidico en
la secuencia de GGCx de una Citosina por Guanina (c.2084+45C>G), cambio localizado en el
intron 14 (44). Al ser una variante intrénica, desencadena un splicing alternativo que compite
con los sitios de splicing normal generando un ARN maduro con secuencias intronicas,
provocando un cambio en el marco de lectura, obteniendo como resultado una disminucion de

la actividad carboxilasa de la enzima.
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1.6.2. Factor FVII o Convertina

La clave para el inicio de la coagulacion es la exposicion del factor tisular (FT) a las
proteinas plasmaticas, el cual entra en contacto con el factor VII (FVII) al ocurrir un dafio en
el endotelio, formando el complejo FT-FVlla, iniciando la conversion de FIX a FIXa de
manera indirecta, este Ultimo forma un complejo con el cofactor FVIlla, para realizar la
conversion del FX a FXa por via intrinseca (Figura N°1). ElI complejo FT-FVIla también
activa directamente al FX por via extrinseca. La formacion de este complejo estaria
relacionada con un aumento de eventos trombéticos, trombofilias, infarto agudo al miocardio,
ACV, entre otros eventos coronarios por un aumento en los niveles plasmaticos del FVII
(13,45).

El gen FVII que codifica para FVII se localiza en el cromosoma 13 (13934), y se
compone de 9 exones con una extensién de 12 kb (46). La variante genética rs6046 (R353Q)
consiste en la sustitucion de una Guanina por una Adenina en el dominio catalitico, lo que
produce el cambio de arginina (R) por glutamina (Q) en el codén 353 (posicion 10976 del

exon 8), generando una reduccion en la concentracion y actividad de esta proteina (47).

Se ha demostrado que la variante rs6046 estaria relacionada con una menor dosis de
warfarina (8,7 mg/semanal menos de warfarina), y mayor riesgo de sobreanticoagulacién
(INR>4,0), con variaciones de un 50% del valor de INR, en aquellos pacientes que presenten

el genotipo Q/Q en comparacion a los genotipos R/Q y R/R (48,49).

1.6.3. CYP4F2

Isoenzima perteneciente a la familia del citocromo P-450, se encuentra mayoritariamente
en el higado. Es considerada una VK oxidasa, es decir, cataliza el metabolismo de VK
hidroquinona a hidroxivitamina K K-1, removiendo la VK del ciclo de esta (Figura N°1) (50)

es la contraparte de VKORC1 limitando la excesiva acumulacién de VK.

La enzima es codificada por el gen CYP4F2, se encuentra en el cromosoma 19 (p13.12).
En la actualidad poca es la informacion que se conoce sobre CYP4F2. Uno de los SNP de
CYP4F2 que se han dedicado a estudiar es el SNP rs2108622, ubicado en el exon 11, el cual
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consiste en un cambio nucleotidico de Citosina por Tiamina, provocando un cambio de
aminoacido Val433Met, cuyo efecto es disminucion en la actividad enzimatica, mayor
acumulacién de VK hidroquinona y por lo tanto un requerimiento mayor en la dosis de AVK
(51).

1.6.4. CYP2C9

Isoenzima perteneciente a la familia del citocromo P-450, participa en la fase | del
proceso de biotransformacion, encargada de la oxidacion de compuestos enddgenos vy
xenobioticos. Representa entre el 18 y el 20% de la totalidad de las CYP en el higado y sélo es
superada por CYP3A4, siendo responsable entre un 15-20% de la metabolizacion de éstos

compuestos.

La enzima es codificada por el gen CYP2C9 y se extiende por alrededor de 500 pares de
base (pb) en el cromosoma 10 (10g24), contiene 9 exones y presenta diferentes SNP que

contribuyen a la variabilidad interindividual en el tratamiento con AVK (37).

En base a lo ultimo, individuos homocigotos para el alelo silvestres (CYP2C9*1)
presentan un fenotipo metabolizador normal. Mientras que para el SNP rs1799853 se trata de
una sustitucion de Citosina por Timina en el exén 3, generando un cambio de aminoéacido
Argl44Cys. Por otra parte, el SNP rs105790 es un cambio nucleotidico de Adenina por
Citosina en el exdn 7 del gen, generando un cambio de aminoacido de 1le359Leu. En ambas
situaciones, aquellos que presenten al menos un alelo con estos SNP presentan una
disminucion de la actividad enzimética, lo que produce que requieran dosis menores de AVK

en un 30% a un 40%, y entre un 80% y 90%, respectivamente (37,52).

1.6.5. VKORC1

Esta enzima juega un rol clave en el ciclo de VK, ya que es la principal responsable de la
conversion de vitamina K epdxido a vitamina K reducida, limitante en el proceso fisiologico
para reciclar VK. De esta enzima, ademas, depende la disponibilidad de hidroquinona para la
sintesis final de los FC (11, VII, IX'y X) (53).
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El gen VKORCL se ubica en el cromosoma 16 y contiene 3 exones, codificando a una
enzima de 18 kDa. Al igual que para CYP2C9, este gen también presenta diferentes SNP, el
mas estudiado corresponde a la variante rs9923231 que se presenta en la region promotora del
gen, donde se cambia una Adenina por una Guanina, y su efecto es reducir la actividad del
promotor del gen, desencadenando en una disminucién en la expresion del ARNm, la union de
factores de transcripcion, la expresion génica y por lo tanto, disminuye la cantidad de la
enzima requiriendo dosis menores de los AVK. Diferentes estudios han arrojado que pacientes

que presentan el alelo A requieren una disminucion del 28% de la dosis de AVK (37,54).

Por otra parte, la variante rs7294 se produce en la region 3’ no traducida del ARNm
(UTR), consiste en un cambio de Citosina por Timina, provocando un aumento de la expresion
del ARNm cuyo resultado es un aumento en la actividad de la enzima, explicando el
requerimiento de dosis elevadas de AVK (54,55).

En la tabla N°3 se muestran los SNP propuestos a analizar y las frecuencias alélicas en

diferentes etnias.

Tabla N°3: Frecuencias alélicas de GGCx (rs11676382), FVII (rs6046), VKORC1
(rs9923231/rs7294), CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910) y CYP4F2 (rs2108622)
en diversas poblaciones (56).

Genotipos GGCx Fvii CYP4F2 VKORC1 CYP2C9*2 CYP2C9*3 VKORC1
(rs11676382) (rs6046) (rs2108622) (rs9923231) (rs1799853) (rs1057910) (rs7294)
C G G A G A G A C T C A C T
Paises * * * * * * *
Peru 0,988 0,012 0,871 0,129 0,882 0,118 0,618 0,382 0,976 0,024 0,988 0,012 0,435 0,565
Meéxico 0,984 0,016 0,891 0,109 0,750 0,250 0,531 0,469 0,898 0,102 0,977 0,023 0,648 0,352
Italia 0,958 0,042 0,808 0,192 0,664 0,336 0,523 0,477 0,846 0,154 0,916 0,084 0,664 0,336
Esparia 0,907 0,093 0,864 0,136 0,645 0,355 0,640 0,360 0,860 0,140 0,916 0,084 0,645 0,355
Reino 0,841 0,159 0,945 0,055 0,714 0,286 0,643 0,357 0,912 0,088 0,929 0,071 0,582 0,418
Unido
Japon 1,0 0,0 0,933 0,067 0,769 0,231 0,096 0,904 1,0 0,0 0,981 0,019 0,904 0,096
Nigeria 1,0 0,0 0,894 | 0,106 | 0,944 | 0,056 | 0,972 | 0,028 | 1,0 0,0 1,0 0,0 0,486 | 0,514
Mundo 0,974 | 0,026 | 0,862 | 0,138 | 0,763 | 0,237 | 0,644 | 0,356 | 0,952 | 0,048 | 0,951 | 0,049 | 0,580 | 0,420

*MAF: Minor Allele Frequency

En base a estos antecedentes, hemos planteado la siguiente hipdtesis de trabajo con sus

respectivos objetivos.
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HIPOTESIS

Variaciones genéticas en los loci de los genes que codifican para GGCx, VKORC1, CYP2C9,
FVII y CYP4F2, contribuyen a la variabilidad de la dosis semanal requerida en pacientes en

tratamiento con AVK.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la relacion entre los polimorfismos genéticos en los loci de los genes que codifican
para FVII, CYP4F2, GGCx, VKORC1 y CYP2C9 con la variabilidad en la dosis semanal
requerida por los pacientes en tratamiento con AVK.

Objetivos Especificos

Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos FVII (rs6046), CYP4F2
(rs2108622), VKORC1 (rs9923231/rs7294), CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910)
y GGCx (rs11676382) en pacientes con tratamiento anticoagulante oral del SSMOc.

Determinar la relacion entre los genotipos individuales de cada loci de FVII (rs6046), CYP4F2
(rs2108622), VKORC1 (rs9923231/rs7294), CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910)
y GGCx (rs11676382) y la dosis terapéutica semanal de AVK.

Determinar la relacién entre genotipos combinados entre 2 0 mas loci de FVII (rs6046),
CYP4F2 (rs2108622), VKORC1 (rs9923231/rs7294), CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3
(rs1057910) y GGCx (rs11676382) y la dosis terapéutica semanal de AVK.
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METODOLOGIA

Disefio del estudio

El disefio del estudio es de tipo cohorte retrospectiva. Se revisaron fichas clinicas digitales
de dosificacion tratamiento anticoagulante en el sistema informatico TAONet® (Roche
Diagnostics), de los pacientes reclutados en el presente estudio, previa firma de
consentimiento informado (CI). La revision de las fichas clinicas se realizé en el Policlinico de
Tratamiento Anticoagulante Oral (TACO) en el Hospital San Juan de Dios. Los analisis
genéticos se realizaron en el laboratorio Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética (CQF) de
la Universidad de Chile. La revisién de las fichas clinicas considero registrar desde el inicio
del tratamiento de cada paciente hasta la fecha de reclutamiento los valores de INR vy la dosis
de acenocumarol, realizando un corte de seleccion, inclusion del paciente, al encontrar tres
resultados consecutivos dentro de rango INR 2,0 — 3,0 con la misma dosis de acenocumarol

entre el periodo inicio del tratamiento del paciente hasta su fecha de reclutamiento.

Se consider6 como expuestos a aquellos que presentaron la variante genética en estudio
(SNP en estudio), y no expuestos, a aquellos que no presentaron el SNP en estudio. La
variable analizada fue la dosis terapéutica semanal (DTS) de acenocumarol.

Seleccidn pacientes del estudio

Se reclutaron pacientes que se atienden en los policlinicos de TACO del Servicio de Salud
Metropolitano Occidente (SSMOc) de los Hospitales: San Juan de Dios, San José de Melipilla,
y Curacavi, ademas del Centro de Referencia en Salud (CRS) Dr. Salvador Allende G. de la
comuna de Pudahuel, entre el periodo agosto 2016 y diciembre 2017, donde se registraron
datos clinicos en la ficha clinica (dosis de acenocumarol y rango INR al momento del
reclutamiento, patologia principal y secundarias, medicamentos concomitantes) de cada

paciente y datos basales (edad, sexo, peso y estatura), previa firma del Cl (Anexo N°1).

Nota: Los datos de peso y estatura no se obtuvieron en la totalidad de los pacientes reclutados.
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Los criterios de inclusion y exclusién del presente estudio son los siguientes:

4.2.1. Criterios inclusion

a) Pacientes pertenecientes a los Policlinicos de TACO del SSMOc con mas de seis (6)
meses de iniciado el tratamiento con acenocumarol (Coarol®).

b) Pacientes cuyo rango terapéutico de INR sea entre 2,0-3,0 con tres (3) mediciones
consecutivas dentro del rango entre enero del 2010 y diciembre del 2017.

C) Tener dieciocho (18) afios 0 mas.

d) Pacientes que otorguen su consentimiento informado.

4.2.2. Criterios exclusion

a) Pacientes en tratamiento concomitante con farmacos que segun la literatura interactden
con acenocumarol.

b) Pacientes en tratamiento con medicamentos que segln la literatura se metabolizan por
CYP2C9.

Calculo tamafio muestral

Se determind el tamafio muestral (n) utilizando el programa estadistico Open Epi, version
3, considerando o = 0,05, Potencia = 80%, frecuencia del alelo menos frecuente 0.08, Odds
Ratio: 2.0. Se utilizé como alelo menos frecuente a CYP2C9*3 (rs1057910), cuya frecuencia
en caucasicos es de un 8% (57) y se consider6 una diferencia de un 2% entre las frecuencias
esperadas y observadas, por lo tanto, se deberian analizar como minimo doscientos ochenta y

cuatro (284) pacientes.

Consentimiento informado y Comité de Etica

Se explico a todos los pacientes pertenecientes a los Policlinicos de TACO del SSMOc los
alcances y objetivos de la investigacion realizada. Aquellos que desearon participar, se les
solicitd su firma en una carta explicita de Cl, junto con una ficha clinica, que fue completada
por el/la enfermero/a del establecimiento, que consiste en datos personales, medicamentos de

uso frecuente, entre otros. El estudio fue aprobado por los comités de ética de la Facultad de

Escuela de Postgrado

Avda. Independencia 1027, Santiago, Chile. Tel: (56 2) 29789588, danielavinals@med.uchile.cl.
http://www.medicina.uchile.cl/postgrado



4.5.

4.6.

18

Medicina Norte (Proyecto 222-2015) (Anexo N°1) y del SSMOc (Protocolo N°027/2016)
(Anexo N°2).

Recoleccion y extraccion de muestras

Se procedié a la recoleccion de muestra después de firmado el Cl. Se contd con un/a
enfermero/a por establecimiento. A cada individuo se extrajo 6 mL de sangre, la cual se
recolecto en tubos tapa lila (BD Vacutainer®, EEUU) con EDTA como anticoagulante para la

obtencion de ADN el cual fue almacenado a 4°C para su posterior analisis.

Se resguardo la confidencialidad de los resultados de acuerdo a las Ley N°19.628
(proteccion de datos de caracter personal), las muestras recolectadas fueron almacenadas
mediante un sistema de codigo mediante la letra (T) seguido de un namero correlativo.
Ademas, esta investigacion fue realizada de acuerdo a la Ley N°20.584, regula los derechos y
deberes que tienen las personas en relacion con acciones vinculadas a su atencion en salud y la
Ley N°20.120, sobre la investigacion cientifica en el ser humano, su genoma, y prohibe la

clonacion humana.

Para ello, todos los datos recopilados y resultados obtenidos se encuentran en una base de
datos con acceso restringido a los miembros del equipo de investigacion del laboratorio CQF,

en archivos con clave.

Aislamiento y cuantificacion del ADN
Para la purificacion de ADN gendmico a partir de los linfocitos periféricos de las
muestras de sangre se utilizé un kit comercial E.Z.N.A® Blood DNA mini kit, Omega Bio-tek

de acuerdo al protocolo entregado por proveedor (Anexo N°3).

La concentracion de ADN resultante se determind mediante el uso del equipo Nanodrop,
DeNovix DS-11 Spectrophotometer. La pureza del ADN fue evaluada a través de la formula
(A260/A280) mayor a 1,7, siendo un valor mas éptimo entre 1,8 y 2,2 para que la relacion

fuera considerada aceptable.

Escuela de Postgrado

Avda. Independencia 1027, Santiago, Chile. Tel: (56 2) 29789588, danielavinals@med.uchile.cl.
http://www.medicina.uchile.cl/postgrado



19

4.7. Andlisis realizados
4.7.1. Andlisis genotipicos

Los analisis realizados a los ADN aislados de linfocitos, fueron amplificados mediante la
técnica de PCR en tiempo real con el uso de partidores especificos para cada gen a analizar
(Tabla N°4) mediante la metodologia de sondas TagMan® comerciales. Los reactivos a
utilizar fueron TagMan® Genotyping Master Mix 2X (Applied Biosystems, California, USA) y
TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay 20X (Applied Biosystems, California, USA).

El protocolo utilizado se detalla en la tabla N°5 y el detalle en Anexo N°4.

Tabla N°4: Secuencia de partidores de los SNP a estudiar.

SNP Tipo Secuencia

VKORC1 w/it | GATTATAGGCGTGAGCCACCGCACC|C]GGCCAATGGTTGTTTTTCAGGTCTT

(rs9923231) | MAF | GATTATAGGCGTGAGCCACCGCACCITIGGCCAATGGTTGTTTTTCAGGTCTT

VKORC1 wit | GGCACATTTGGTCCATTGTCATGTG[C]GGGTATGGCAGGAGGAGGGGGTAAT

(rs7294) MAF | GGCACATTTGGTCCATTGTCATGTG[TIGGGTATGGCAGGAGGAGGGGGTAAT

GGCx Wit | CTCTCCCCAGGGGAAAGTTACCAAG[CITTGCCAACATATGATGGCAATGACA
(r5116)76382 MAF | CTCTCCCCAGGGGAAAGTTACCAAG[G]TTGCCAACATATGATGGCAATGACA

CYP4F2 w/t | CCCCGCACCTCAGGGTCCGGCCACA[CIAGCTGGGTTGTGATGGGTTCCGAAA

(rs2108622) | MAF | CCCCGCACCTCAGGGTCCGGCCACA[T]AGCTGGGTTGTGATGGGTTCCGAAA

FVII w/t | GGAGGCCCACATGCCACCCACTACC[G]GGGCACGTGGTACCTGACGGGCATC

(rs6046) MAF | GGAGGCCCACATGCCACCCACTACCIAIGGGCACGTGGTACCTGACGGGCATC

CYP2C9*2 wit | GATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGACICIGTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCT

(rs1799853) | MAF | GATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGACITIGTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCT

CYP2C9*3 wit | TGTGGTGCACGAGGTCCAGAGATACIA]JTTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCC

(rs1057910) | MAF | TGTGGTGCACGAGGTCCAGAGATACICITTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCC

w/t: Wild Type (Alelo Ancestral); MAF: Minnor Allele Frequency (Alelo menos frecuente); [X]: Nucle6tido que
genera el SNP.
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Tabla N°5: Protocolo de genotipificacion por PCR Real Time para los SNP analizados.

Segmento | Ciclos Proceso Temperatura/tiempo
1 1 Activacion 95°C
10 minutos
Denaturacion 92°C
15 segundos
2 50 Annealing/extension 60°C
90 segundos

4.7.2. Andlisis estadisticos

Se utiliz6 el software estadistico Stata 11.1. Se realizé la prueba Kolgomorov-Smirnov
para comprobar si la muestra sigue una distribucion de normalidad (p>0,05). De acuerdo a este
resultado, se realizaron andlisis de comparacion genotipo — fenotipo para cada SNP propuesto,
donde la exposicidén o no exposicion de la variante genética (genotipo) a estudiar se comparo
con la dosis terapéutica semanal (DTS) (fenotipo), esta ultima como variable continua, por
andlisis de varianzas entre medias de genotipos (modelo codominante) utilizando test
estadistico Kruskal-Wallis en caso de que la variable no siga una distribucion normal o
ANOVA si presenta una distribucion normal; considerando a = 0,05 y potencia = 80%, nivel de

confianza = 95%.

Ademas, se realizé la comparacién de medias como variable continua entre dos genotipos,

y grupos de genotipo, utilizando un:

» Modelo dominante: Donde se compara el genotipo silvestre (del inglés wild type (wt))

vs los genotipos heterocigoto y recesivo (mutado).

» Modelo recesivo: Donde se compara el genotipo mutado vs los genotipos heterocigoto

y wild type.

Para ambos analisis se utiliz6 la prueba estadistica Mann-Whitney U en caso de no seguir
una distribucion normal o t-student si la variable presenta un comportamiento normal,

considerando o = 0,05 y potencia = 80%, nivel de confianza = 95%.
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Finalmente se realizd regresion logistica, donde se categorizé la variable dependiente
(DTS) en grupos de pacientes de acuerdo a los siguientes criterios y en donde se considerd o =

0,05 y potencia = 80%, nivel de confianza = 95%.

» Modelo de herencia: Se agruparon a los 304 pacientes en dos grupos, aquellos que

requieren < 13 mg/semana como dosis bajas y aquellos con dosis > 13 mg/semana
como dosis alta (valor obtenido a partir de la mediana de la variable dependiente).

» Sexo: Se agruparon a los 304 pacientes en dos grupos de acuerdo al sexo (hombre,
mujer) y luego se subdividieron de la siguiente manera:

1. Hombres que requieren < 14 mg/semana como dosis bajas y aquellos con dosis
> 14 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a partir de la mediana de la
variable dependiente de cada subgrupo).

2.  Mujeres que requieren < 12 mg/semana como dosis bajas y aquellas con dosis
> 12 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a partir de la mediana de la
variable dependiente de cada subgrupo).

» Edad: Se agruparon a los 304 pacientes en seis grupos de acuerdo al sexo
(hombre/mujer) y la edad (> 70 afios; < 70 afios y > 60 afios; < 60 afos) y luego se
subdividieron de la siguiente manera:

1. Hombres, > 70 afios que requieren < 14 mg/semana como dosis bajas y
aquellos con dosis > 14 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a partir de
la mediana de la variable dependiente de cada subgrupo).

2. Hombres, < 70 afios y > 60 afios que requieren < 15 mg/semana como dosis
bajas y aquellos con dosis > 15 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a
partir de la mediana de la variable dependiente de cada subgrupo).

3. Hombres, < 60 afios que requieren < 13 mg/semana como dosis bajas y
aquellos con dosis > 13 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a partir de
la mediana de la variable dependiente de cada subgrupo).

4. Mujeres, > 70 afios que requieren < 12 mg/semana como dosis bajas y aquellos
con dosis > 12 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a partir de la

mediana de la variable dependiente de cada subgrupo).
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5. Mujeres, < 70 afios y > 60 afios que requieren < 11,5 mg/semana como dosis
bajas y aquellos con dosis > 11,5 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a
partir de la mediana de la variable dependiente de cada subgrupo).

6. Mujeres, < 60 afios que requieren < 12 mg/semana como dosis bajas y aquellos
con dosis > 12 mg/semana como dosis alta (valor obtenido a partir de la
mediana de la variable dependiente de cada subgrupo).

4.8. Equipos utilizados
Los equipos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:
v Campana Airclean 600 PCR Workstation
Campana de extraccion ESCO BSC - Il
Scilogex D1008
Equipo PCR en tiempo real Stratagene MX3000P
Eppendorf Centrifuge 5415 R Arquimed
Eppendorf Mini spin Arquimed
Vortex genie 2 Daigger
Dry bath incubator Major Science
NanoDrop 2000 SPECTROPHOTOMETER Thermo SCIENTIFIC
Centrifuga Sigma 203 Hanel
Mini plate Spinner MPS 1000 Labnet TCL

ISR N N N N Y N N NN

4.9. Condiciones de Bioseguridad
La seccion de Genotipificacion del laboratorio CQF esté dividida en las siguientes areas:

a. Area de extraccion de DNA y RNA: Cuenta con un gabinete de seguridad Clase IIA,
en donde se encuentran todos los materiales necesarios para la obtencion del acido
nucleico (kit Blood genomic DNA Extraction mini kit, ADN Favorgen®.). Todo
material utilizado y estéril debe quedar en el interior de la campana de bioseguridad.

b. Area de Preparacion de la mezcla de PCR: Esta implementada con un gabinete de
seguridad Clase IlA. El material que se utiliza es estéril, las puntas poseen filtro. El
material utilizado debe ser desechado en cajas IMPLEMED especialmente disefiadas

para eso.
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c. Area de Amplificacion: Esta implementada con un gabinete de extraccion ESCO BSC-
I, Campana Airclean 600 PCR Workstation y un termociclador tiempo real Applied
Biosystem modelo Stratagene MX3000P.

En cada &rea mencionada el operador debe llevar consigo guantes de procedimientos,
delantal desechable y todas las barreras de contencion necesarias. Por otro lado se encuentran

protocolos de procedimientos visibles y asequibles para cada operador.

El laboratorio cuenta con un Freezer a -20°C (exclusivo del area de Biologia Molecular) y
otro a -80°C, donde se almacena todo el material de Biologia Molecular y muestras de suero,
respectivamente.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas pacientes en tratamiento con AVK

Se reclutaron trescientos setenta y siete (377) pacientes del SSMOc. Setenta y dos (72)
pacientes fueron excluidos por no cumplir con tres controles de INR consecutivos dentro de
rango terapéutico (2,0 — 3,0), y uno por estar en tratamiento con amiodarona (Figura N°4),
quedando finalmente con trescientos cuatro (304) pacientes. Las caracteristicas de los

pacientes se presentan en la tabla N°6.

377 Pacientes reclutados

72 Pacientes no cumplen criterio inclusién

terapéutico”

“3 mediciones consecutivas dentro rango J

Y

305 Pacientes reclutados

Un paciente cumple criterio exclusién 1

“Pacientes en tratamiento concomitante
con farmacos que segun la literatura
interactien con AVK” v

304 Pacientes incluidos

Figura N°4: Diagrama de reclutamiento y seleccion de pacientes incluidos en el estudio
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Tabla N°6: Caracteristicas basales de los pacientes del estudio, diagndsticos principales y
secundarios, y dosis en tratamiento con AVK.

Caracteristicas N (%) = D.E. DTS (mg/semana) TRT (%)
[Min-Max] (Promedio = D.E.) (Promedio) + D.E.
[Min-Max] [Min-Max]
Edad (afios) 65,7 £ 13,9 [22-95] 14,6 +7,2 [3,5-46,0] 53,30 + 13,21 [5,94 — 97,57]
= 270 afios 149 (49,0) 15177 53,72 £ 13,95
= >60afiosy 64 (21,1) 15,1+8,0 51,03 + 11,05
< 70 afios
» <60 afios 91 (29,9) 134+55 54,21 + 13,33
Sexo
=  Hombre 160 (52,6) 16,1+7,6 52,8 + 13,40
= Mujer 144 (47,4) 129+6,5 53,9+ 12,98
Diagnostico Principal Diagnostico Secundario
= Arritmia Completa 81 (26,6) = Hipertension Arterial 65 (21,4)
=  Fibrilacién Auricular 68 (22,4) = Diabetes Mellitus 27 (8,9)
= Trombosis  Venosa 55 (18,1) = Accidente  Vascular 16 (5,3)
Profunda Encefalico
= Otros 100 (32,9) = Otros 141 (46,4)
= No presentan 55 (18,1)

N: Ndmero de sujetos estudiados; D.E: Desviacién Estandar; [Min-Max]: Valores minimos y maximos de las
muestras analizadas; TRT: Tiempo Rango Terapéutico; DTS: Dosis Terapéutica Semanal

5.2.Anélisis realizados
5.2.1. Anélisis genotipicos

Los analisis se realizaron por medio de la técnica de RT-PCR utilizando sondas TagMan®
comerciales especificas para cada uno de los SNP en estudio. Se utiliz6 el ADN aislado de
linfocitos periféricos de las muestras de sangre recolectadas. En la figura N° 5 se observa la
representacion para genotipo homocigoto Wild Type (wt), heterocigoto y genotipo homocigoto
mutado. En el eje X se encuentran los ciclos transcurridos durante la reaccion de PCR y en el
eje Y la fluorescencia emitida. Se observa en color azul la presencia del alelo wt y en rojo la

presencia del MAF.
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A. Genotipo Wild Type: Presenta ambos alelos predominantes en la poblacion,
relacionado con un comportamiento normal.

::::::

B. Genotipo Heterocigoto: Presenta dos alelos diferentes en un locus, uno en cada
cromosoma

Fluaresoencs (dR)
A . A

cccccc

C. Genotipo Mutado: Presenta ambos alelos no predominante en la poblacién,
relacionado con un comportamiento diferente al normal.

Flusresoence (dR)

@ PR
cccccc

Figura N°5: Representacion grafica de los genotipos estudiados utilizando técnica PCR Tiempo Real.
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5.2.2. Analisis de las DTS promedio (mg/semana) de acenocumarol asociado a cada

genotipo en estudio.

Los resultados de los genotipos estudiados para los genes FVII, CYP2C9, CYP4F2,
GGCx, VKORC1, en cuanto a su frecuencia genotipica y alélica se detallan en la tabla N°7, en

donde no se encontrd la presencia de los genotipos T/T en los genes CYP2C9*2 y FVII.

Se realizaron analisis de comparacion de genotipo para cada gen con las medias de la
DTS de acenocumarol, utilizando un modelo codominante mediante la prueba estadistica de
Kruskal-Wallis considerando a = 0,05 y potencia = 80%, nivel de confianza = 95%. No se
encontraron diferencias significativas entre las medias de DTS con acenocumarol con los
distintos genotipos observados para CYP2C9*2 y las variantes de FVII (rs6046) y GGCx
(rs11676382), respectivamente. En paralelo, se encuentran diferencias significativas entre las
medias de DTS para acenocumarol en los distintos genotipos observados para CYP2C9*3
(rs1057910) y las variantes VKORC1 (rs9923231), CYPF42 (rs2108622) y VKORC1 (rs7294)
(p=0,002, p<0,001, p=0,024 y p<0,001) respectivamente.
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Tabla N°7: Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP FVII, CYP4F2, GGCx, VKORC1 y
CYP2C9 y su relacion con la DTS de acenocumarol en la poblacion de estudio.

Geny SNP N (%) Frecuencia DTS = DE p value
Alélica (mg/semana)
CYP2C9*2 (rs1799853)
c/C 255 (83,8) C (0,92) 149+7,6 0,231
CIT 49 (16,2) 129+£5,0
T/T 0 (0,0) T (0,08) 0
CYP2C9*3 (rs1057910)
Cc/C 281 (92,4) C (0,96) 15073 0,002
CIA 21 (6,9) 10,6 +4,2
AJA 2 (0,7) A (0,04) 6,0+14
VKORC1 (rs9923231)
GIG 85 (28) G (0,53) 19,1+8,1 <0,001
GIA 154 (50,7) 146+6,1
AIA 65 (21,3) A (0,47) 8,8+34
VKORCI1 (rs7294)
c/C 148 (48,7) C (0,69) 136+8,1 <0,001
CIT 124 (40,8) 15,155
TIT 32 (10,5) T (0,31) 173+81
CYP4F2 (rs2108622)
cI/C 184 (60,5) C (0,77) 13,8 +6,6 0,024
CIT 101 (33,2) 16,1+7,6
T/T 19 (6,3) T (0,23) 142 +9,9
GGCx (rs11676382)
ci/C 284 (93,4) C (0,97) 147+74 0,712
C/G 19 (6,3) 139+46
GIG 1 (0,3) G (0,03) 10,0
FVII (rs6046)
Cc/C 299 (98,4) C (0,99) 146 +£7,2 0,202
CIT 5 (1,6) 18,0+7,1
T/T 0 (0,0) T (0,01) 0

N: Numero de sujetos; DE: Desviacion Estdndar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal; p value<0,05: Significativo

En paralelo, en la tabla N°8 se realizaron los mismos analisis que en la tabla N°7,
separados por sexo, en donde no se encontro la presencia del genotipo A/A para CYP2C9*3 en

hombres y del genotipo G/G del gen GGCx en mujeres.

No se encontraron diferencias significativas entre las medias de DTS con acenocumarol
con los distintos genotipos observados para CYP2C9*2 y las variantes FVII (rs6046) y GGCx
(rs11676382) y CYP4F2 (rs2108622) en ambos sexos. En paralelo se encuentran diferencias
significativas entre las medias de DTS para acenocumarol en los distintos genotipos
observados para CYP2C9*3 (rs1057910) y las variantes VKORC1 (rs9923231) y VKORCL1
(rs7294) (p=0,032 y p<0,001; p=0,013 y p<0,013; p=0,008 y p=0,006) en hombres y

mujeres respectivamente.
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Tabla N°8: Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP FVII, CYP4F2, GGCx, VKORC1 y
CYP2C9 y su relacion con la DTS de acenocumarol por sexo en la poblacion de estudio.

Geny SNP Hombres DTS = D.E p value Mujeres DTS+D.E p value
N (%) (mg/semana) N (%) (mg/semana)
CYP2C9*2
(rs1799853)
ci/C 132 (82,5) 16,5+ 8,0 123 (85,4) 133+6,7
CIT 28 (17,5) 143+4,9 0,494 21 (14,6) 11,0+ 4,4 0,216
T/T 0 0 0 0
C 0,91 0,93
T 0,09 0,07
CYP2C9*3
(rs1057910)
ci/c 149 (93,1) 165+7,7 132 (91,7) 133+6,5
CIA 11 (6,9) 115+2,8 0,032 10 (6,9) 95+52 0,013
A/A 0 0 2 (14 6,0+14
C 0,97 0,95
A 0,03 0,05
VKORC1
(rs9923231)
G/IG 52 (32,5) 20,3+ 8,6 33 (22)9) 17370
GIA 82 (51,3) 155+ 6,2 <0,001 72 (50) 135+5,9 <0,001
AIA 26 (16,3) 9,6+33 39 (27,1) 82+34
G 0,58 0,48
A 0,42 0,52
VKORCL1 (rs7294)
ci/C 75 (46,9) 149 +8,5 73 (50,7) 12,2+7,6
CIT 69 (43,1) 16,7 +5,8 0,008 55 (38,2) 132 +4,4 0,016
TIT 16 (10,0) 19,1+9,4 16 (11,1) 156 6,5
C 0,68 0,70
T 0,32 0,30
CYP4F2 (rs2108622)
c/C 94 (58,8) 15,1 +6,8 90 (62,5) 125+6,2
C/IT 57 (35,6) 17878 0,087 44 (30,6) 14,0+6,9 0,391
T/T 9 (5,6) 16,1 +12,4 10 (6,9) 124+£74
C 0,77 0,78
T 0,23 0,22
GGCx (rs11676382)
cic 149 (93,1) 16,3+7,8 135 (93,8) 12,9+6,5
C/G 10 (6,3) 13,6 £4,0 0,336 9 (6,2 142 +54 0,330
GIG 1 (0,6) 10,0 0 0
C 0,96 0,97
G 0,04 0,03
FVII (rs6046)
cic 156 (97,5) 16,0+7,6 143 (99,3) 13,0+6,5
C/IT 4 (2,5 20,0 £6,3 0,144 1 0,7) 10,0 0,656
T/T 0 0 0 0
C 0,98 0,99
T 0,02 0,01
N: Numero de sujetos; Desviacién  Estandar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal;

p value<0,05: Significativo.
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Tabla N°9: Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP FVII, CYP4F2, GGCx, VKORC1 y
CYP2C9 por sexo y edad de grupos estudiados.

Geny SNP Hombres Mujeres
N N
Edad (afios) | >70 | <70->60 | <60 >70 | <70->60 | <60
CYP2C9*2 (rs1799853)
C/C 64 27 41 58 28 37
CcIT 15 5 8 12 4 5
T/T 0 0 0 0 0 0
C 0,91 0,92 0,92 0,91 0,94 0,94
T 0,09 0,08 0,08 0,09 0,06 0,06
CYP2C9*3 (rs1057910)
C/C 75 28 46 66 29 37
C/IA 4 4 3 3 3 4
AIA 0 0 0 1 0 1
C 0,97 0,94 0,97 0,96 0,95 0,93
A 0,03 0,06 0,03 0,04 0,05 0,07
VKORC1 (rs9923231)
G/IG 27 11 14 15 9 9
G/A 39 17 26 36 14 22
AlA 13 4 9 19 9 11
G 0,59 0,61 0,55 0,47 0,50 0,48
A 0,41 0,39 0,45 0,53 0,50 0,52
VKORCL (rs7294)
c/C 40 18 17 38 14 21
CIT 32 10 27 26 13 16
T/T 7 4 5 6 5 5
C 0,71 0,72 0,62 0,73 0,64 0,69
T 0,29 0,28 0,38 0,27 0,36 0,31
CYP4F2 (rs2108622)
c/iC 50 15 29 45 20 25
CcIT 25 14 18 21 10 13
TT 4 3 2 4 2 4
C 0,79 0,69 0,78 0,79 0,68 0,75
T 0,21 0,31 0,22 0,21 0,32 0,25
GGCx (rs11676382)
C/C 72 30 47 68 29 38
C/G 6 2 2 2 3 4
G/G 1 0 0 0 0 0
C 0,95 0,97 0,98 0,99 0,95 0,95
G 0,05 0,03 0,02 0,01 0,05 0,05
FVII (rs6046)
c/C 75 32 49 70 31 42
CcIT 4 0 0 0 1 0
TT 0 0 0 0 0 0
C 0,97 1 1 1 0,99 1
T 0,03 0 0 0 0,01 0

N: NUmero de sujetos
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Ademas, se realizé la comparacion de medias como variable continua entre dos genotipos,
y grupos de genotipos, utilizando un modelo dominante, donde se comparo el genotipo wild
type vs los genotipos heterocigotos y mutado (Tabla N°10) y un analisis utilizando un modelo
recesivo donde se compar0 el genotipo mutado vs los genotipos heterocigotos y wild type
(Tabla N°11). Para ambos andlisis se utilizd la prueba estadistica Mann-Whitney U

considerando a = 0,05 y potencia = 80%, nivel de confianza = 95%.

No se encontré diferencias significativas entre las medias de DTS con acenocumarol con
los grupos de genotipos observados CYP2C9*2, GGCx y FVII. A su vez, si se encuentran
diferencias significativas entre las medias de DTS con acenocumarol en los distintos grupos de
genotipos observados para CYP2C*3, VKORC1 (rs9923231), VKORC1 (rs7294) y CYP4F2
(rs2108622).

Tabla N°10: Analisis de comparacion de las DTS utilizando modelo dominante en la
poblacion de estudio.

Geny SNP N (%) DTS £ D.E p value
(mg/semana)
CYP2C9*2 (rs1799853)
Cc/C 255 (83,8) 149+ 7,6 0,231
CIT+TIT 49 (16,2) 129+5,0
CYP2C9*3 (rs1057910)
c/C 281 (92,4) 150+7,3 0,001
CIA + AIA 23 (7,6) 10,2+ 4,2
VKORC1 (rs9923231)
G/IG 85 (28) 19,1 +8,1 <0,001
G/A + AIA 219 (72) 12,9+6,1
VKORC1 (rs7294)
c/C 148 (48,7) 136 +8,1 <0,001
CIT+TI/T 156 (51,3) 15,6 £6,2
CYP4F2 (rs2108622)
c/C 184 (60,5) 13,8+ 6,6 0,032
CIT+TI/T 120 (39,5) 15,8+ 8,0
GGCX (rs11676382)
c/C 284 (93,4) 147174 0,950
CIG + GIG 20 (6,6) 13,7+46
FVII (rs6046)
Cc/C 299 (98,4) 145172 0,202
CIT+TIT 5 (1,6) 18,00+ 7,1

N: Numero de sujetos; D.E: Desviacion Estdndar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal,
p value<0,05: Significativo
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No se encontro diferencias significativas entre las medias de DTS con acenocumarol con
los grupos de genotipos observados CYP2C9*2, GGCx, FVII y CYP4F2. A su vez, si se
encuentran diferencias significativas entre las medias de DTS con acenocumarol en los
distintos grupos de genotipos observados para CYP2C*3, VKORC1 (rs9923231) y VKORC1
(rs7294).

Tabla N°11: Anélisis de comparacion de las DTS utilizando modelo recesivo en la poblacion

de estudio.
Geny SNP N (%) DTS + D.E p value
(mg/semana)
CYP2C9*2 (rs1799853)
C/IC+CIT 304 (100) 146+73 N/D
T/T 0 0
CYP2C9*3 (rs1057910)
C/IC+CI/A 302 (99,3) 146+£7,2 0,034
A/A 2 (0,7 6,0+1,4
VKORC1 (rs9923231)
G/G + G/IA 239 (78,6) 16,2+7,2 <0,001
A/IA 65 (21,4) 8,8+34
VKORCL (rs7294)
C/IC+CIT 272 (89,5) 143+71 0,021
/T 32 (10,5) 17,3+8,1
CYP4F2 (rs2108622)
C/IC+CIT 285 (93,7) 14671 0,356
TIT 19 (6,3) 14,2 + 10,0
GGCx (rs11676382)
C/IC+CIG 303 (99,7) 146+73 0,415
GIG 1 (0,3) 10
FVI1I (rs6046)
C/IC+CIT 304 (100) 146+73 N/D
T/T 0 0

N: Numero de sujetos; D.E: Desviacion Estdndar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal,
p value<0,05: Significativo; N/D: No determinado

Se realiz6 una regresion logistica, donde se categoriz6 la variable dependiente (DTS) en
diversos grupos detallados en el punto 4.7.2 de la metodologia de este trabajo de tesis,
considerando a = 0,05 y potencia = 80%, nivel de confianza = 95%. Los resultados de la
regresion logistica univariada se muestran en las Tablas N°12 hasta N°20.

Nota: Se consideré a aquellos pacientes agrupados en “dosis altas” el outcome a analizar para la

interpretacion de los resultados. Valores de OR>1 indican probabilidad de que ocurra el outcome a
estudiar.
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No se encontrd asociacion entre las medias de DTS con acenocumarol con los distintos
genotipos observados para CYP2C9*2 y las variantes de FVII (rs6046) y GGCx (rs11676382),
respectivamente. En paralelo, se encuentran asociaciones significativas entre las medias de
DTS para acenocumarol en las variantes observadas VKORC1 (rs9923231) (OR=0,31,
genotipo G/A), hay 0,31 veces mas de probabilidad de aquellos pacientes que presenten el
genotipo G/A requieran una dosis alta de acenocumarol (p<0,001) en comparacion al genotipo
G/G. Las variantes observadas de VKORC1 (rs7294) (OR=3,61 para el genotipo T/T), hay
3,61 veces mas la probabilidad de aquellos pacientes que presentan el genotipo T/T requieran
una dosis alta de acenocumarol en comparacion con aquellos que presentan el genotipo C/C
(p=0,04). Mientras que las variantes observadas de CYP4F2 (rs2108622), s6lo para el
genotipo C/T se encuentra asociacion significativa con un requerimiento mayor en la dosis de

acenocumarol en comparacion al genotipo C/C (OR=1,72)
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Tabla N°12: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en la poblacion de estudio.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(1C 95%) R (1C 95%) R?
C/IC 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref.
CIT 0,85 0,597 0,0007 C/IA 0,23 0,009 0,0204
(0,46-1,57) (0,07-0,69)
CYP2C9*2 CYP2C9*3
e T/T N/D N/D N/D g A/A N/D N/D N/D
Modelo 0,85 0,597 0,0007 Modelo 0,20 0,005 0,0247
Dominante | (0,46-1,57) Dominante | (0,07-0,61)
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/G 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref.
G/IA 0,31 <0,001 | 0,1890 CIG 1,19 0,712 0,0003
VKORCL (0,17-0,56) cce (0,47-3,02)
X
150029231 AA 0,03 <0,001 | 0,1890 re167A82 GIG N/D N/D N/D
(0,01-0,07)
Modelo 0,18 <0,001 | 0,0919 Modelo 1,07 0,879 0,0001
Dominante (0,10-0,33) Dominante (0,43-2,66)
Modelo 0,06 <0,001 0,1497 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,02-0,15) Recesivo
C/IC 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref.
CIT 2,06 0,004 0,0349 CIT 1,72 0,031 0,0119
(1,27-3,35) (1,05-2,80)
VKoRCL TIT 3,61 0,002 | 0,0349 cia 2 T 0,92 0873 | 00119
rs2108622
(1,60-8,19) (0,36-2,41)
Modelo 2,30 <0,001 | 0,0306 Modelo 1,55 0,062 0,0083
Dominante (1,45-3,64) Dominante (0,98-2,47)
Modelo 2,59 0,018 0,0144 Modelo 0,76 0,574 0,0008
Recesivo (1,18-5,67) Recesivo (0,30-1,96)
C/IC 1,0 Ref. -
CIT 4,36 0,190 0,0051
(0,48 — 39,5)
o T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo 4,36 0,190 0,0051
Dominante (0,48 — 39,5)
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R*: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. Dosis alta: >13mg/semanal.

De acuerdo a lo encontrado en la tabla N°13, en mujeres, solé se encontrd asociacion
entre las medias de DTS con acenocumarol en la variante observada de VKORCL1 (rs9923231)
(OR=0,06, genotipo A/A), hay 0,06 veces mas de probabilidad de aquellos pacientes que
presenten el genotipo A/A requieran una dosis alta de acenocumarol (p<0,001) en
comparacion al genotipo G/G.
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Tabla N°13: Andlisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en las mujeres del estudio.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(1C 95%) R (1C 95%) R?
C/IC 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref.
CIT 0,58 0,271 0,0063 C/IA 0,28 0,118 0,0855
(0,22 -1,53) (0,06-1,38)
CYP2C9*2 CYP2C9*3
e T/T N/D N/D N/D g A/A N/D N/D N/D
Modelo 0,58 0,271 0,0063 Modelo 0,23 0,061 0,0334
Dominante | (0,22-153) Dominante | (0,05-1,07)
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/G 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref.
G/IA 0,43 0,062 0,1399 CIG 1,61 0,492 0,0024
VKORCL (0,18-1,04) cce (0,41-6,26)
X
150029231 AA 0,06 <0,001 | 01399 re167A82 GIG N/D N/D N/D
(0,02-0,21)
Modelo 0,25 0,001 0,0563 Modelo 1,61 0,492 0,0024
Dominante (0,11-0,59) Dominante | (0,41-6,26)
Modelo 0,11 <0,001 0,1214 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,04-0,32) Recesivo
C/IC 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref.
CIT 1,77 0,117 0,0176 CIT 2,07 0,052 0,0198
(0,87-3,60) (0,99-4,30)
VKORC1 TIT 2,19 0161 | 00176 CiEiE T 1,04 0946 | 0,0198
rs2108622
(0,73-6,55) (0,28-3,98)
Modelo 1,85 0,069 0,0169 Modelo 1,82 0,085 0,0151
Dominante (0,95-3,06) Dominante (0,92-3,60)
Modelo 1,70 0,317 0,0051 Modelo 0,82 0,770 0,0004
Recesivo (0,59-4,86) Recesivo (0,22-3,04)
C/IC 1,0 Ref. -
CIT N/D N/D N/D
PYIL T/T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R*: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%:;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. Dosis alta: >12mg/semanal

De acuerdo a lo obtenido en la tabla N°14, en hombres, se encontr0 asociacion entre las
medias de DTS con acenocumarol en las variantes observadas de VKORC1 (rs9923231)
(OR=0,03, genotipo A/A), hay 0,03 veces mas de probabilidad de aquellos pacientes que
presenten el genotipo A/A requieran una dosis alta de acenocumarol (p<0,001) en

comparacion al genotipo G/G. La variante observada de VKORC1 (rs7294) (OR=2,31 para el
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genotipo C/T), hay 2,31 veces mas la probabilidad de aquellos pacientes que presentan el
genotipo C/T requieran una dosis alta de acenocumarol en comparacion con aquellos que

presentan el genotipo C/C (p=0,015).

Tabla N°14: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en los hombres del estudio.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR p value | Pseudo
(1C 95%) R? (1C 95%) R?
C/IC 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref. --
CIT 1,23 0,609 0,0012 C/IA N/D N/D N/D
(0,55 — 2,80)
CYP2C9*2 CYP2C9*3
e T/T N/D N/D N/D i A/A N/D N/D N/D
Modelo 1,23 0,609 0,0012 Modelo N/D N/D N/D
Dominante | (0,55-2,80) Dominante
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/G 1,00 Ref. -- CIC 1,00 Ref. --
G/IA 0,29 0,001 0,1484 CIG 0,27 0,109 0,0154
VKORC (0,14-0,60) cce (0,06-1,34)
X
150923051 AIA 0,03 <0,001 | 0,1484 iyl GIG N/D N/D N/D
(0,01-0,16)
Modelo 0,20 0,001 0,0933 Modelo 0,27 0,109 0,0154
Dominante (0,10-0,41) Dominante (0,06-1,34)
Modelo 0,07 <0,001 0,0961 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,02-0,33) Recesivo
CIC 1,00 Ref. -- CIC 1,00 Ref. --
CIT 2,31 0,015 0,0317 CIT 15 0,230 0,0093
(1,18-4,52) (0,77-2,90)
VKORCL TIT 242 0114 | 00317 i TIT 0,675 0594 | 0,0093
rs2108622
(0,81-7,25) (0,16-2,86)
Modelo 2,33 0,009 0,0313 Modelo 1,35 0,352 0,0039
Dominante (1,23-4,41) Dominante (0,71-2,54)
Modelo 1,61 0,372 0,0037 Modelo 0,58 0,451 0,0027
Recesivo (0,57—4,55) Recesivo (0,14-2,40)
CIC 1,0 Ref. -—-
CIT 3,69 0,263 0,0066
(0,38-36,2)
Vil T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo 3,69 0,263 0,0066
Dominante (0,38-36,2)
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R?: Probabilidad de explicar el evento; IC:

p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. Dosis alta: >14mg/semana
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De acuerdo a lo encontrado en la tabla N°15, en mujeres mayores de 70 afios, sol6 se
encontrd asociacion entre las medias de DTS con acenocumarol en la variante observada de
VKORC1 (rs9923231) (OR=0,09, genotipo A/A), hay 0,09 veces mas de probabilidad de
aquellos pacientes que presenten el genotipo A/A requieran una dosis alta de acenocumarol

(p=0,005) en comparacion al genotipo G/G.

Tabla N°15: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en las mujeres del estudio con una edad mayor a 70

anos.
SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(IC 95%) R? (1C 95%) R’
C/C 1,00 Ref. - C/IC 1,00 Ref.
CIT 0,35 0,151 0,0238 CIA 0,6 0,683 0,0018
(0,09 - 1,54) (0,05-6,94)
CYP2C9*2 T/T N/D N/D N/D CYP2C9*3 AA N/D N/D N/D
rs1799853 rs1057910
Modelo 0,35 0,151 0,0238 Modelo 04 0,483 0,0070
Dominante | (0.09-1,54) Dominante | (0.04-4,04)
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
GIG 1,00 Ref. - C/IC 1,00 Ref.
G/IA 0,5 0,280 0,1097 C/IG 1,27 0,869 0,0003
VKORCL (0,14-1,77) e (0,07-21,3)
X
150923251 AIA 0,09 0,005 | 0,1097 re11676382 GIG N/D N/D N/D
(0,02-0,48)
Modelo 0,31 0,056 0,0404 Modelo 1,27 0,869 0,0003
Dominante (0,09-1,02) Dominante (0,07-21,3)
Modelo 0,15 0,007 0,0972 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,04-0,60) Recesivo
CiC 1,00 Ref. - C/IC 1,00 Ref.
CIT 0,91 0,847 0,0013 CIT 1,65 0,347 0,0098
(0,33-2,47) (0,58-4,68)
VKORC1 T 1,24 0810 | 0,0013 Cibe T 15 0698 | 0,0007
rs2108622
(0,22-6,92) (0,19-11,6)
Modelo 0,96 0,934 0,0001 Modelo 1,63 0,334 0,0097
Dominante (0,37-2,47) Dominante (0,60-4,35)
Modelo 1,27 0,813 0,0006 Modelo 1,27 0,813 0,0006
Recesivo (0,17-9,61) Recesivo (0,18-9,61)
C/IC 1,0 Ref. -
CIT N/D N/D N/D
Fvil TIT N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R?: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. N: 70 pacientes; Dosis alta: >12mg/semana
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De acuerdo a lo encontrado en la tabla N°16, en mujeres entre 60 y 70 afios, sold se
encontrd asociacion entre las medias de DTS con acenocumarol en el modelo dominante de
VKORC1 (rs9923231) (OR=0,06), hay 0,06 veces mas de probabilidad de aquellos pacientes
que presenten al menos un alelo A requieran una dosis alta de acenocumarol (p=0,018) en

comparacion al genotipo G/G.

Tabla N°16: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en las mujeres del estudio con edades entre 60 y 70

anos.
SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(1C 95%) R? (1C 95%) R?
C/C 1,00 Ref. - C/IC 1,00 Ref.
CIT 0,28 0,307 0,0268 CIA N/D N/D N/D
(0,03 - 3,12)
CYP2C9*2 T/T N/D N/D N/D CYP2C9*3 AA N/D N/D N/D
rs1799853 rs1057910
Modelo 0,28 0,307 0,0268 Modelo N/D N/D N/D
Dominante | (0.03-3,12) Dominante
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
GIG 1,00 Ref. - C/IC 1,00 Ref.
G/IA 0,16 0,132 0,1017 C/IG N/D N/D N/D
VKORC1 (0.14-1.77) GGC
X
150923251 AIA N/D N/D N/D rs11678382 GIG N/D N/D N/D
Modelo 0,06 0,018 0,1885 Modelo N/D N/D N/D
Dominante (0,01-0,06) Dominante
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
C/C 1,00 Ref. - C/IC 1,00 Ref.
CIT 2,1 0,346 0,0713 CIT 1,83 0,441 0,0136
(0,49-9,83) (0,39-8,57)
VKORC1 TIT 7.2 0114 | 00713 CYPAF? T 122 0892 | 00136
rs2108622
(0,62-83,4) (0,07-22,4)
Modelo 2,83 0,159 0,0463 Modelo 1,71 0,467 0,0121
Dominante (0,66-12,0) Dominante (0,40-7,27)
Modelo 5,00 0,174 0,0510 Modelo 1,00 1,000 0,0000
Recesivo (0,49-50,8) Recesivo (0,06-17,5)
CiC 1,0 Ref. ---
CIT N/D N/D N/D
Fvil T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R*: Probabilidad de explicar el evento; IC:
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. N: 32 pacientes; Dosis alta: >11,5 mg/semanal
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Lo obtenido en la tabla N°17, en mujeres menores de 60 afios, se encontrd asociacion
entre las medias de DTS en la variante de VKORC1 (rs9923231) (OR=0,11, genotipo A/A),
hay 0,11 veces mas de probabilidad de aquellos que presenten el genotipo A/A requieran una
dosis alta (p<0,037) en comparacion al genotipo G/G. La variante de VKORC1 (rs7294)
(OR=4,4 genotipo C/T), hay 4,4 veces méas que requieran una dosis alta en comparacion con
aquellos que presentan el genotipo C/C (p=0,037).

Tabla N°17: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en las mujeres del estudio menores de 60 afos.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(IC 95%) R? (1C 95%) R’
CiC 1,00 Ref. - C/C 1,00 Ref.
CIT 1,76 0,558 0,0060 CIA 0,32 0,337 0,0185
(0,26 —11,8) (0,03-3,32)
CYR2CIr2 TIT N/D N/D N/D CYP2C93 AIA N/D N/D N/D
rs1799853 rs1057910
Modelo 1,76 0,558 0,0060 Modelo 0,24 0,216 0,0320
Dominante | (0,26-11,8) Dominante | (0,02-2,33)
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/G 1,00 Ref. - C/C 1,00 Ref.
G/A 0,6 0,537 0,1019 CIG 1,11 0,906 0,0002
VKORCL (0,11-3,03) e (0,14-8,72)
X
150923731 AIA 011 0037 | 0,019 rs11678382 GIG N/D N/D N/D
(0,01-0,88)
Modelo 0,37 0,206 0,0290 Modelo 1,11 0,906 0,0002
Dominante (0,07-1,73) Dominante (0,14-8,72)
Modelo 0,16 0,034 0,0952 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,03-0,87) Recesivo
CiC 1,00 Ref. - CIC 1,00 Ref.
CIT 4.4 0,037 0,0824 CIT 5,95 0,022 0,1189
(1,09-17,7) (1,29-27,3)
VKORC1 TIT 133 0,779 | 00824 Byl TIT 0,59 0670 | 0,1189
rs2108622
(0,18-9,91) (0,05-6,57)
Modelo 3,25 0,068 0,0600 Modelo 3,26 0,072 0,0582
Dominante (0,92-11,5) Dominante (0,90-11,8)
Modelo 0,70 0,717 0,0023 Modelo 0,33 0,360 0,0164
Recesivo (0,11-4,71) Recesivo (0,03-3,50)
C/IC 1,0 Ref. -
CIT N/D N/D N/D
FYIL T/T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R?: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. N: 42 pacientes; Dosis alta: >12mg/semanal
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Lo obtenido en la tabla N°18, en hombres mayores de 70 afios, se encontrd asociacion
entre las medias de DTS en la variante de VKORC1 (rs9923231) (OR=0,04, genotipo A/A),
hay 0,04 veces més de probabilidad de aquellos que presenten el genotipo A/A requieran una
dosis alta (p<0,003) en comparacion al genotipo G/G. La variante de VKORC1 (rs7294)
(OR=3,18 genotipo C/T), hay 3,2 veces mas que requieran una dosis alta en comparacion con
aquellos que presentan el genotipo C/C (p=0,019).

Tabla N°18: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en los hombres del estudio mayores de 70 afios.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(IC 95%) R? (1C 95%) R’
CiC 1,00 Ref. - C/C 1,00 Ref.
CIT 0,47 0,209 0,0151 CIA N/D N/D N/D
(0,14 —1,52)
CYP2C9*2 T/T N/D N/D N/D CYP2C9*3 AA N/D N/D N/D
rs1799853 rs1057910
Modelo 0,47 0,209 0,0151 Modelo N/D N/D N/D
Dominante | (0.14-1,52) Dominante
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/G 1,00 Ref. - C/C 1,00 Ref.
G/A 0,37 0,054 0,1435 CIG 0,18 0,137 0,0270
VKORCL (0,11-3,03) e (0,02-1,70)
X
150923251 AIA 0,04 0,003 | 0,1435 re11676382 GIG N/D N/D N/D
(0,01-0,32)
Modelo 0,24 0,06 0,0760 Modelo 0,18 0,137 0,0270
Dominante (0,09-0,66) Dominante (0,02-1,70)
Modelo 0,06 0,011 0,1081 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,01-0,53) Recesivo
CiC 1,00 Ref. - CIC 1,00 Ref.
CIT 3,18 0,019 0,0634 CIT 1,49 0,415 0,0148
(1,09-17,7) (0,57-3,93)
VKORC1 T 0,66 0652 | 00634 S T 0,39 0430 | 0,0148
rs2108622
(0,11-3,87) (0,04-4,02)
Modelo 2,39 0,058 0,0336 Modelo 1,26 0,624 0,0022
Dominante (0,97-5,91) Dominante (0,50-3,14)
Modelo 0,40 0,292 0,0111 Modelo 0,34 0,363 0,0086
Recesivo (0,07-2,91) Recesivo (0,03-3,44)
C/IC 1,0 Ref. -
CIT N/D N/D N/D
Fvil TIT N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R?: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. N: 79 pacientes; Dosis alta: >14mg/semanal
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Lo obtenido en la tabla N°19, en hombres entre 60 y 70 afios, no se encontraron
asociaciones entre las medias de DTS con las variantes y genotipos observados.

Tabla N°19: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y

codominante usando regresion logistica en los hombres del estudio entre 70 y 60 afios.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(1C 95%) R (1C 95%) R?
C/IC 1,00 Ref. -- CIC 1,00 Ref. --
CIT 5,00 0,174 0,0510 CIA N/D N/D N/D
(0,49 - 50,8)
CYP2C9*2 CYP2C9*3
AN T/T N/D N/D N/D A= A/A N/D N/D N/D
Modelo 5,00 0,174 0,0510 Modelo N/D N/D N/D
Dominante | (0,49-508) Dominante
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/G 1,00 Ref. -- CIC 1,00 Ref. --
G/IA 0,51 0,393 0,0436 CIG 1,00 1,00 0,0000
VKORCL (0,11-2,40) cce (0,06-17,5)
X
i AIA 019 0207 | 0,0436 rs1167838 GIG N/D N/D N/D
(0,01-2,50)
Modelo 0,43 0,269 0,0284 Modelo 1,00 1,00 0,0000
Dominante (0,10-1,92) Dominante (0,06-17,5)
Modelo 0,29 0,307 0,0268 Modelo N/D N/D N/D
Recesivo (0,03-3,12) Recesivo
C/IC 1,00 Ref. -- C/IC 1,00 Ref. --
CIT 3,67 0,123 0,0573 CIT 1,52 0,573 0,0156
(0,70-19,1) (0,35-6,60)
VKORC1 TIT 157 0,684 | 00573 CYPAF? T 0,57 0674 | 00156
rs2108622
(0,17-13,8) (0,04-7,73)
Modelo 2,83 0,159 0,0463 Modelo 1,29 0,723 0,0028
Dominante (0,66-12,1) Dominante (0,32-5,17)
Modelo 1,00 1,00 0,000 Modelo 0,47 0,552 0,0084
Recesivo (0,12-8,12) Recesivo (0,04-5,73)
C/IC 1,0 Ref. -
CIT N/D N/D N/D
PYIL T/T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R*: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%:;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. N: 32 pacientes; Dosis alta: >15mg/semanal
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De acuerdo a lo encontrado en la tabla N°20, en hombres menores de 60 afios, sol6 se
encontrd asociacion entre las medias de DTS con acenocumarol en la variante observada de
VKORC1 (rs9923231) (OR=0,05, genotipo G/A), hay 0,05 veces mas de probabilidad de
aquellos pacientes que presenten el genotipo G/A requieran una dosis alta de acenocumarol

(p=0,006) en comparacion al genotipo G/G.

Tabla N°20: Analisis de asociacion entre las DTS utilizando modelo dominante, recesivo y
codominante usando regresion logistica en los hombres del estudio menores de 60 afios.

SNP Genotipo OR p value | Pseudo SNP Genotipo OR pvalue | Pseudo
(1C 95%) R? (1C 95%) R?
CI/C 1,00 Ref. - CIC 1,00 Ref.
CIT 4,24 0,099 0,0459 CIA N/D N/D N/D
(0,76 — 23,8)
CYP2C9*2 CYP2C9*3
e TIT N/D N/D N/D 0 AIA N/D N/D N/D
Modelo 4,24 0,099 0,0459 Modelo N/D N/D N/D
Dominante | (0,76 —23.8) Dominante
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
G/IG 1,00 Ref. -- CIC 1,00 Ref.
G/IA 0,05 0,006 0,2326 CIG 1,13 0,929 0,0001
VKORCL (0,01-0,42) . (0,06-19,2)
X
150923251 AIA N/D N/D N/D re1676382 GIG N/D N/D N/D
Modelo 0,03 0,002 0,2755 Modelo 1,13 0,929 0,0001
Dominante (0,01-0,26) Dominante (0,06-19,2)
Modelo N/D N/D N/D Modelo N/D N/D N/D
Recesivo Recesivo
CIC 1,00 Ref. - CIC 1,00 Ref.
CIT 2,22 0,223 0,0259 CIT 2,57 0,126 0,0357
VKORCL (0,61-8,07) (0,77-8,60)
CYP4F2
= T/T N/D N/D N/D 12108622 T/T 1,63 0,737 0,0357
(0,09-28,9)
Modelo 3,08 0,079 0,0485 Modelo 2,55 0,132 0,0344
Dominante (0,88-10,8) Dominante (0,76-7,88)
Modelo N/D N/D N/D Modelo 1,14 0,929 0,0001
Recesivo Recesivo (0,07-19,3)
CIC 1,0 Ref.
CIT N/D N/D N/D
Fvil T/T N/D N/D N/D
rs6046
Modelo N/D N/D N/D
Dominante
Modelo N/D N/D N/D
Recesivo

OR: Odds Ratio; Pseudo R?: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%;
p value <0,05: Significativo; N/D: No determinado. N: 49 pacientes; Dosis alta: >13mg/semanal.
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5.2.3. Anadlisis de las DTS promedio de acenocumarol asociado a mas de una variante genética

y no genética.

Se realizé un analisis multivariado considerando solo los genotipos VKORC1 (rs9923231
y 1s7294), CYP4F2 y CYP2C9*3 todos con un p<0,2, punto de corte para que las variables

puedan cambiar su significancia (58).

Para realizar este analisis, se obtuvieron los promedios de dosis presentando mas de un
genotipo en el total de pacientes (Tablas N°21 y 22) y agrupados por sexo (Tablas N°23 y 24).
Para ello se utiliz6 la prueba estadistica de Kruskal-Wallis considerando a = 0,05 y potencia =
80%, nivel de confianza = 95% categorizando a los pacientes en 9 grupos de acuerdo a la
presencia de mas de un genotipo para las Tablas N°21 y 22; y 18 grupos agregando, separando
por sexo en las Tabla N°23 y 24. En el anexo N°5 se encuentra el detalle de las comparaciones
de medias entre los diferentes grupos estudiados de las Tablas N°21 y 22. Mientras que en el
anexo N°6 el detalle de las comparaciones de medias entre los diferentes grupos estudiados en

relacion a las Tablas N°23 y 24.

Se utilizd la prueba estadistica de regresion logistica donde se mantienen las categorias y
outcome utilizadas en el andlisis univariado (Tablas N°12, 13 y 14), con variables genémicas
(Tablas N°25 y 26) y agregando variables no genémicas (Tablas N°29 y 30). Ademas se
realizan los analisis en los subgrupos solo de mujeres, considerando, y al igual que en las
tablas N° 25 y 26, solo aquellos con p<0,2, (Tablas N°27 y 28), considerando a = 0,05 y
potencia = 80%, nivel de confianza = 95%. Finalmente, la tabla N°31 agrupa todas las

variables estudiadas explicando el modelo final.

En paralelo, se encuentran diferencias significativas entre las medias de DTS para
acenocumarol en los distintos genotipos observados para CYP2C9*3 (rs1057910) y las
variantes VKORC1 (rs9923231), CYPF42 (rs2108622) y VKORC1 (rs7294) (p=0,002,
p<0,001, p=0,024 y p<0,001) respectivamente.

En tabla N°21, se observa que aquellos pacientes que presenten el genotipo C/C para
CYP2C9*3 y el genotipo G/G para VKORC1 (rs9923231), la DTS promedio a requerir en el
grupo de pacientes estudiados es de 19,5 mg/semanal. Estas diferencias entre las diferentes

medias de grupos de genotipos son significativas (p<0,0001). No hay pacientes que presenten
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en conjunto el genotipo A/A para CYP2C9*3 y el genotipo G/G o A/A para VKORC1
(rs9923231).

Tabla N°21: Promedio de DTS agrupando en genotipos asociados a un requerimiento menor
en la dosis de Acenocumarol (VKORC1 (rs9923231) y CYP2C9*3 (rs1057910)) en la

poblacion de estudio.

VKORC1 | CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9
rs9923231 C/IC C/A A/IA
GIG 79 (26) 6 (2) 0 N (%)
[19,5 £ 8,2] [14,0 + 4,1] [DTS + D.E]
G/IA 143 (47) 9(3) 2(0,6) N (%)
[14,9+6,1] [10,7 + 2,9] [6,0+1,4] | [DTS + D.E]
AIA 59 (19,4) 6 (2) 0 N (%)
[8,9 + 3,4] [6,9 +2,8] [DTS £ D.E]
p value <0,0001

N: NOmero de sujetos estudiados; D.E:

p value <0,05: Significativo.

Desviacion Estandar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal;

Dosis baja Acenocumarol
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Figura N°6: Representacion grafica del requerimiento de dosis baja de acenocumarol considerando los SNP
VKORC1 (rs9923231) y CYP2C9*3 (rs1057910). En el eje Y la Dosis Terapéutica Semanal (DTS) de
acenocumarol, en eje Y* los genotipos de CYP2C9*3 y en el eje X los genotipos de VKORCL1.

Escuela de Postgrado

Avda. Independencia 1027, Santiago, Chile. Tel: (56 2) 29789588, danielavinals@med.uchile.cl.
http://www.medicina.uchile.cl/postgrado



45

En tabla N°22, se observa que aquellos pacientes que presenten el genotipo C/C para
CYP4F2 y el genotipo C/C para VKORCL1 (rs7294), la DTS promedio a requerir en el grupo de
pacientes estudiados es de 12,8 mg/semanal. Estas diferencias entre las diferentes medias de

grupos de genotipos son significativas (p=0,0002).

Tabla N°22: Promedio de DTS agrupando en genotipos asociados a un requerimiento mayor
en la dosis de Acenocumarol (VKORC1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622)) en la poblacion de

estudio.

VKORC1 | CYP4F2 CYP4F2 CYP4F2
rs7294 C/C CIT TIT
C/C 89 (29,3) 46 (15,1) 13 (4,4) N (%)
[12,8 + 7,4] [14,9 + 8,3] [14,1+11,8] | [DTS £ D.E]
CIT 74 (24,3) 46 (15,1) 4(1,3) N (%)
[14,3 £ 5,0] [16,6 + 6,2] [14,0+1,4] | [DTS £ D.E]
TT 21 (6,9) 9 (3) 2 (0,6) N (%)
[16,4 + 7,5] [19,9 £ 9,7] [15,0+£9,9] | [DTS + D.E]
p value 0,002

N: NOmero de sujetos estudiados; D.E: Desviacion Estandar; DTS:

p value <0,05: Significativo.

Dosis Terapéutica Semanal;

Dosis alta Acenocumarol

20,07
10,07

0=
30,0
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0~
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c/C T 7T
VKORC1 (rs7294)

Figura N°7: Representacion grafica del requerimiento de dosis alta de acenocumarol considerando los SNP
VKORCL (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622). En el eje Y la Dosis Terapéutica Semanal (DTS) de acenocumarol, en
eje Y* los genotipos de CYP4F2 y en el eje X los genotipos de VKORCL.
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En el analisis por sexo, en la tabla N°23, aquellos pacientes que presenten el genotipo C/C
para CYP2C9*3, el genotipo G/G para VKORC1 (rs9923231) y son hombres, la DTS
promedio a requerir en el grupo de pacientes estudiados es de 20,5 mg/semanal, mientras que
las mujeres requieren una DTS 17,4 mg/semana. No hay hombres que presenten el genotipo
AJA para CYP2C9*3 junto con los genotipos G/G, G/A o A/A para VKORC1 (rs9923231) y
solo dos mujeres presentan el genotipo A/A de CYP2C9*3 y G/A para VKORCL (rs9923231).
Las diferencias entre las medias de grupos de genotipos son significativas tanto en hombres
como en mujeres (p<0,0001) y también cuando se comparan hombres versus mujeres
(p<0,0001).

Tabla N°23: Promedio de DTS agrupando en genotipos asociados a un requerimiento menor
en la dosis de acenocumarol (VKORC1 (rs9923231) y CYP2C9*3 (rs1057910)) y su relacion

con el sexo en la poblacién de estudio.

VKORC1 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9
rs9923231 CiC CIA A/IA
Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
GIG 48 (30) 31 (21,5) 4(2,5) 2(1,4) 0 0 N (%)
[209+8,7] | [17,4%7,0] [13,0+0,8] | [16,0 +8,5] [DTS +D.E]
G/A 78 (48,8) 65 (45,1) 4(2,5) 5 (3,5) 0 2 (1,4) N (%)
[15,7 +6,3] | [14,1+5,9] [12,5+1,9] | [9,3+3,0] [6,0+1,4] | [DTS £ D.E]
AIA 23 (14,4) 36 (25) 3(1,8) 3(2,1) 0 0 N (%)
[9,7 £ 3,3] [8,4 +3,5] [8,3+35] | [655%0,9] [DTS £ D.E]
p value
Hombre + genotipo <0,0001
p value
Mujer + genotipo <0,0001
p value
Hombre + genotipo V/S <0,0001
Mujer + genotipo

N: Namero de sujetos estudiados;

D.E:

p value <0,05: Significativo; V/S: Versus

Desviacién Estandar;
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Dosis baja Acenocumarol
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VKORC1 (rs9923231)
Figura N°8: Representacion grafica del requerimiento de dosis baja de acenocumarol considerando los SNP
VKORC1 (rs9923231), CYP2C9*3 (rs1057910) y variables no gendmicas sexo (Hombre/Mujer). En el eje Y la
Dosis Terapéutica Semanal (DTS) de acenocumarol, en eje Y* los genotipos de CYP2C9*3 y en el eje X los
genotipos de VKORCL.

En el analisis por sexo para la tabla N°24, aquellos pacientes que presenten el genotipo
C/C para CYP4F2 y VKORCL1 (rs7294) y ademas son hombres, la DTS promedio a requerir en
el grupo de pacientes estudiados es de 13,7 mg/semanal, mientras que las mujeres requieren
una DTS 12,0 mg/semana. No hay hombres que presenten el genotipo T/T para CYP4F2 y
VKORCI1 (rs7294). Las diferencias entre las medias de grupos de genotipos son significativas
solo en hombres (p=0,036), mientras que en mujeres no ocurre esta significancia (p<0,125).
Pero, al comparar entre sexo, la diferencia entre las diferentes medias si arroja un resultado

estadisticamente significativo (p<0,0001).
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Tabla N°24: Promedio de DTS agrupando en genotipos asociados a un requerimiento mayor
en la dosis de acenocumarol (VKORC1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622)) y su relacion con el

sexo en la poblacion de estudio.

VKORC1 CYP4F2 CYP4F2 CYP4F2
rs7294 C/IC CIT TIT
Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
ci/C 43 (26,9) 46 (31,9) 25 (15,5) 21 (14,6) 7(4,3) 6 (4,2) N (%)
[13,7+7,5] | [12,0£73] [16,6 £8,1] | [12,8+8,2] [16,5 + [11,3 £8,6] [ODTS+
14,2] DEl
CIT 41 (25,6) 33 (22,9) 26 (16,3) 20 (13,9) 2(1,3) 2(1,4) N (%)
[16,1£5,0] | [12,0+39] [17,8+6,9] | [151+£4,9] [145+2,2] | [135+0,7] [DDTé‘]i
TIT 10 (6,3) 11 (7,6) 6 (3,8) 3(21) 0 2(1,4) N (%)
[171+9,2] | [158+5,9] [22,4+95] | [15,09,5] [15,0 +9,9] [%Tsli
p value
Hombre + genotipo 0,036
p value
Mujer + genotipo 0,125
p value
Hombre + genotipo V/S <0,0001
Mujer + genotipo
N: NOmero de sujetos estudiados; D.E: Desviacion Estandar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal;

p value <0,05: Significativo; V/S: Versus
Dosis alta Acenocumarol

Sexo

Hombre Mujer

DTS
¢4vdAD

VKORC1 (rs7294)

Figura N°9: Representacion grafica del requerimiento de dosis alta de acenocumarol considerando los SNP
VKORC1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622) y variables no gendmicas sexo (Hombre/Mujer). En el eje Y la Dosis
Terapéutica Semanal (DTS) de acenocumarol, en eje Y* los genotipos de CYP4F2 y en el eje X los genotipos de
VKORCL.
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Tabla N°25: Analisis multivariado de los factores genéticos asociados a dosis baja de

SNP Genotipo OR p value Datos del modelo
(1C 95%)
G/G 1,00 Ref
VKORC1 GIA 0,29 < 0,001 Pseudo R?:
(rs9923231) (0,16 - 0,54) 0,2127
AIA 0,02 < 0,001
(0,01 -0,07) p value:
CiC 1,00 Ref <0,0001
CYP2C9*3 CIA 0,17 0,005
(rs1057910) (0,05 - 0,60) NUmero observaciones:
AIA N/D N/D 304

OR: Odds Ratio; Pseudo R*:

acenocumarol en la poblacion de estudio.

Probabilidad de explicar el evento;
p value<0,05: Significativo; Dosis baja: < 13 mg/semanal; Ref: Referencia; N/D: No determinado

IC: Intervalo confianza al 95%;

Tabla N°26: Analisis multivariado de los factores genéticos asociados a dosis alta de

SNP Genotipo OR p value Datos del modelo
(1C 95%)
C/C 1,00 Ref
VKORC1 CIT 2,02 0,005 Pseudo R?:
(rs7294) (1,23 -3,31) 0,0465
TIT 3,75 0,002
(1,64 — 8,57) p value:
C/C 1,00 Ref. 0,0006
CYP4F2 CIT 1,75 0,029
(rs2108622) (1,06 - 2,90) NuUmero observaciones:
T/T 1,07 0,889 304
(0,40 — 2,87)
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Tabla N°27: Anélisis multivariado en mujeres con agrupacion de los factores genéticos
asociados a dosis bajas de acenocumarol en la poblacion de estudio.

SNP/Sexo | Genotipo/dosis OR p value Datos del modelo
(1C 95%)
GIG 1,00 Ref. Pseudo R?:
VKORC1 G/IA 0,46 0,085 0,1598
(rs9923231) (0,18 -1,11)
A/A 0,06 < 0,001 p value:
(0,02 - 0,20) <0,0001
CiC 1,00 Ref.
CYP2C9*3 C/IA 0,25 0,103 | NUmero observaciones:
(rs1057910) (0,04 - 1,32) 144
A/A N/D N/D

OR: Odds Ratio; Pseudo R’ Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%;
p value<0,05: Significativo; Ref: Referencia; N/D: No determinado. Dosis baja: < 12 mg/semana

Tabla N°28: Analisis multivariado en mujeres con agrupacion de los factores genéticos

asociados a dosis altas de acenocumarol en la poblacion de estudio.

SNP/Sexo | Genotipo/dosis OR p value Datos del modelo
(1C 95%)
c/C 1,00 Ref
VKORC1 CIT 1,70 0,150 Pseudo R*:
(rs7294) (0,82 - 3,50) 0,0376
TIT 2,40 0,123
(0,78 - 7,31) p value:
CIC 1,00 Ref. 0,1141
CYP4F2 CIT 2,10 0,050
(rs2108622) (1,00 - 4,43) Numero observaciones:
T/T 1,07 0,923 144
(0,27 — 4,17)

OR: Odds Ratio; Pseudo R* Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%:;
p value<0,05: Significativo; Ref: Referencia. Dosis alta: > 12 mg/semana
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Tabla N°29: Analisis multivariado de los factores genéticos y no genéticos asociados a dosis

bajas de acenocumarol en la poblacién de estudio.

SNP Genotipo / OR p value Datos del modelo
Edad (afios) | (IC 95%)
G/G 1,00 Ref.
VKORC1 G/A 0,30 < 0,001
(rs9923231) (0,16 — 0,56)
AIA 0,03 < 0,001
(0,01 - 0,07) Pseudo R*:
C/IC 1,00 Ref. 0,2298
CYP2C9*3 CIA 0,16 0,004
(rs1057910) (0,05-0,57) p value:
A/A N/D N/D <0,0001
=70 1,00 Ref.
Edad <70->60 1,30 0,464 | Namero observaciones:
(afios) (0,64 — 2,63) 304
<60 0,77 0,411
(0,42 -1,42)
Mujer 1,00 Ref.
Sexo Hombre 1,89 0,019
(1,11 -3,23)
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Tabla N°30: Analisis multivariado de los factores genéticos y no genéticos asociados a dosis

alta de acenocumarol en la poblacion de estudio.

SNP Genotipo/ OR p value Datos del modelo
Edad (afios) | (IC 95%)
CIC 1,00 Ref
VKORC1 CIT 2,11 0,004
(rs7294) (1,26 — 3,51)
TIT 4,11 0,001
(1,76 - 9,62)
CIC 1,00 Ref. Pseudo R*:
CYP4F2 CIT 1,72 0,038 0,0794
(rs2108622) (1,03 - 2,90)
T 1,11 0,832 p value:
(0,41 — 3,02) <0,0001
=70 1,00 Ref.
Edad <70->60 1,09 0,774 | NGmero observaciones:
(afios) (0,59 -2,03) 304
<60 0,65 0,132
(0,37 - 1,14)
Mujer 1,00 Ref.
Sexo Hombre 2,24 0,001
(1,39 - 3,62)
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Tabla N°31: Andlisis multivariado de los factores genéticos y no genéticos en la poblacion de

estudio.

SNP Genotipo / OR p value Datos del modelo
Edad (afios) | (IC 95%)
G/G 1,00 Ref.
VKORC1 G/IA 0,26 0,001
(rs9923231) (0,12 - 0,57)
AIA 0,02 <0,0001
(0,01 —0,08)
C/IC 1,00 Ref.
CYP2C9*3 CIA 0,17 0,006
(rs1057910) (0,05-10,62)
A/A N/D N/D ,
cic 1,00 Ref Pseudo R
VKORC1 CIT 1,02 0,933 0,2379
(rs7294) (0,56 —1,87)
T 0,77 0,664 p value:
(0,25 - 2,42) <0,0001
C/IC 1,00 Ref.
CYP4F2 C/IT 1,66 0,085 | NUmero observaciones:
(rs2108622) (0,93 -2,97) 304
TIT 1,07 0,910
(0,32 -3,57)
>70 1,00 Ref.
Edad <70->60 1,25 0,537
(afios) (0,61 — 2,55)
<60 0,75 0,369
(0,40 — 1,40)
Mujer 1,00 Ref.
Sexo Hombre 1,86 0,024
(1,08 - 3,20)

OR: Odds Ratio; Pseudo R*: Probabilidad de explicar el evento; IC: Intervalo confianza al 95%:
p value<0,05: Significativo; Ref: Referencia; N/D: No determinado.
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6. DISCUSION

El estudio de los polimorfismos genéticos y sus efectos en la dosis de fa&rmacos ha sido
estudiado ampliamente (29,59). Los AVK (warfarina y acenocumarol) no son la excepcion. Se
han desarrollado diversos algoritmos de dosificacion, principalmente para el uso de warfarina,
en diferentes etnias utilizando los SNP VKORC1 (rs9923231) y CYP2C9, que estan enfocados
en detectar a metabolizadores pobres y evitar el evento adverso de hemorragia el cual es
caracteristico de este tratamiento (33,34,38,52,60). Sin embargo, no se deben descartar otros
SNP que contribuyan a mejorar la calidad, seguridad y eficacia del tratamiento con AVK
pudiendo detectar a aquellos pacientes que requieren una dosis mayor a lo habitual, y con ello

evitar el riesgo de nuevos cuadros trombdticos en la poblacion Chilena.

No se encontraron datos en literatura donde se sugiera el tiempo maximo requerido desde
el inicio del tratamiento con AVK hasta estabilizar la DTS. Considerando que los AVK tienen
un estrecho margen terapéutico, presentan numerosas interacciones farmacoldgicas y
alimenticias, provocando una mayor variabilidad en la DTS, entre otros, exponiendo a los

pacientes a un mayor riesgo de hemorragias 0 nuevos cuadros tromboticos.

La calidad del tratamiento con AVK es evaluada a traves del indicador Tiempo en Rango
Terapéutico (TRT), considerando un valor éptimo un TRT > 60%, actuando como predictor
del riesgo trombotico/hemorragico (19,20). Los resultados del grupo de pacientes en estudio
en esta tesis (Tabla N°6) presentan un valor promedio del TRT de 53,33% + 13,19, por lo
tanto, estariamos bajo el valor éptimo para un tratamiento de calidad. Este resultado nos
entrega una prueba mas de lo necesario que es incluir nuevas herramientas, como lo es la

farmacogendmica, para mejorar la calidad, seguridad y eficacia de este tratamiento.

La gran cantidad de estudios farmacogendmicos en esta &rea se han desarrollado con
warfarina en poblaciones europeas, asiaticas y norteamericanas. Mientras que para
acenocumarol los estudios estan concentrados en la poblacion espafiola, chilena, austriaca,
mexicana, entre otras (41,55,61-63). Los SNP analizados en esta tesis fueron seleccionados de

acuerdo al mecanismo fisioldgico de los AVK y del ciclo de la VK.

En esta tesis ademas de utilizar un modelo de herencia codominante (Tabla N°7), se
utilizaron los modelos de herencia dominante (Tabla N°10) y recesivo (Tabla N°11). En el
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modelo dominante se espera que los individuos heterocigotos presenten el mismo outcome que
aquellos con genotipo recesivo, es decir, la presencia de un sélo un alelo recesivo es suficiente
para influir en el requerimiento de la DTS. Mientras que en el modelo recesivo se espera que

los individuos con genotipo recesivo presente el outcome a evaluar.

Uno de los genes que posee mayor cantidad de estudios corresponden al SNP de CYP2C9
(*3), la presencia de este alelo se asocia a una disminucion en la capacidad metabolizadora de
la enzima CYP2C9 en comparacion al *1. Diversos estudios han relacionado la presencia de
las variantes *2 (T) y *3 (A) con un aumento en el efecto de warfarina y acenocumarol,
requiriendo una menor dosis en comparacion con la variante *1, siendo mas dificil lograr un
rango de anticoagulacién estable (61). En esta tesis, hemos encontrado que nuestra poblacion
se comporta de manera similar a lo descrito en la literatura (Tabla N°7), donde el grupo de
pacientes que presentan las variantes *1/*3 (C/A) o *3/*3 (A/A) la DTS promedio es de 10,6
+ 4,2y 6,0+ 14 mg/semanal (p=0,002), respectivamente. Resultado similar se obtiene al

realizar el analisis en el modelo dominante (p=0,001) y el modelo recesivo (p=0,034).

Otro gen que ha sido ampliamente estudiado corresponde al VKORC1, principalmente la
variante rs9923231 que explica un mayor riesgo hemorragico en pacientes en tratamiento con
AVK. La presencia de los genotipos G/A y A/A se han asociado con un requerimiento menor
en la dosis de warfarina y acenocumarol (35) en comparacion al genotipo G/G, diferencia que
incluso puede llegar a un 45% (55). Este SNP al estar ubicado en el promotor del gen
VKORCL1 provoca una menor expresion de la enzima explicando el requerimiento menor de la
dosis. Los resultados obtenidos en esta tesis son similares a lo descrito en otras etnias, se
demuestra que la presencia del genotipo A/A requiere un 46,3% menos de dosis de
acenocumarol en comparacion al genotipo G/G (p<0,001). En la Tabla N°7 se observa que la
sola presencia del alelo A es significativa en un requerimiento menor en la dosis de
acenocumarol en el modelo codominante, como en los modelos dominante y recesivo
(p<0,001) (Tablas N°10y 11).

Por otra parte, al analizar los genotipos de VKORC1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622), se
observa una asociacion estadisticamente significativa con una dosis mayor para acenocumarol

en comparacion al genotipo Wild Type (p<0,001 y p<0,028) respectivamente. Por lo tanto,
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para dosis altas de este farmaco nuestra variable DTS es dependiente de la presencia de estos
genotipos.

La variante de VKORCL (rs7294), esta relacionado con riesgos trombéticos, y si se ha
observado un requerimiento mayor de la dosis de warfarina con el genotipo T/T (6,9 mg/dia)
en comparacién al genotipo C/C (5,2 mg/dia) (55). Para acenocumarol no se encontraron
estudios que correlacionen esta variante con la DTS para esta cumarina. En esta tesis se
demuestra que la presencia del genotipo T/T requiere una mayor DTS de 17,3 + 8,1
(mg/semana), en comparacion al genotipo C/C (13,5 + 8,1 mg/semana) (p<0,001) (Tabla N°7).
Al analizar los datos con el modelo dominante (p<0,001), se corroboran nuestros resultados
(Tabla N°9), donde los individuos con genotipo heterocigoto C/T presentan la misma
probabilidad de requerir una DTS mayor en comparacién al genotipo C/C, por lo tanto, la sola
presencia del alelo T para poder presentar este fenotipo, similar a lo encontrado para

warfarina.

Para el SNP CYP4F2 (rs2108622), Caldwell et al demostraron que aquellos pacientes que
presentan el alelo T requieren de 4 a 12% mas de dosis de warfarina en comparacion al alelo C
(51). El afio pasado, en la actualizacion de la guia para la dosificacion de warfarina del
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) se recomendd incluir el
estudio de esta variante para el tratamiento con warfarina (37). Esta variante se encuentra
incluida en el algoritmo farmacogenético espafiol para Acenocumarol (34). Los resultados de
esta tesis en relacion a la presencia del SNP de CYP4F2 muestran una tendencia a aumentar la
DTS de Acenocumarol (C/C 13,8 £ 6,6; C/T 16,1 £ 7,6; T/T 14,1 + 9,9 mg/semanal) (p=0,028)
(Tabla N°7), similar a lo encontrado por Caldwell, donde la presencia del alelo T esta
relacionada con un aumento de la DTS de Warfarina. Estos resultados son validos sélo con el
modelo dominante en esta tesis (p=0,035), diferente al modelo de herencia recesivo
(p=0,380).

Los resultados de esta tesis para los genotipos de CYP2C9*2 (rs1799853), GGCx
(rs11676382) y FVII (rs6046) (Tabla N°7), no estan asociados a la DTS de Acenocumarol en
ninguno de los modelos utilizados. Por lo tanto, el comportamiento es independiente del

genotipo (p=0,262; p=0,721; p=0,192, respectivamente).
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Los estudios sobre el SNP de GGCx (rs11676382), son escasos y controversiales. Hay
estudios donde los pacientes que presentan los genotipos G/G o C/G, requieren 27% menos de
dosis de warfarina en comparacion a aquellos con el genotipo C/C (64). Otros estudios
demuestran la presencia del alelo G se asocia con una disminucion del 6,1% en el
requerimiento de DTS de warfarina en poblacion de Norte América (44,65). Los resultados de
esta tesis muestran que no existe asociacion significativa entre los genotipos de GGCx y la
DTS de acenocumarol en la poblacion de estudio (p=0,721) (Tabla N°7).

Para el caso de CYP2C9*3 (rs1057910), s6lo dos pacientes presentan el genotipo mutado
(*3/*3) (A/A), por lo que es recomendable seguir el analisis de este genotipo con un nimero
mayor de pacientes debido a que un nimero bajo de pacientes que presenten esta caracteristica
no puede ser considera representativa 0 una tendencia a presentar el outcome de interés. Lo
mismo ocurre para CYP4F2 (rs2108622), ya que s6lo 19 pacientes presentan el genotipo
mutado. Sin embargo, si se observa su influencia en el modelo dominante, por lo que es

recomendable seguir con los estudios para este SNP.

Para el SNP CYP2C9*2 (rs1799853) no se observd asociacion estadisticamente
significativa que relacione la presencia de este genotipo con las DTS, similar a lo indicado por
Hermida et al (62), probablemente debido al bajo nimero de pacientes con genotipo

heterocigoto y ningun paciente con el genotipo mutado.

Por altimo, en el caso del SNP FVII (rs6046), a pesar de no haber pacientes que presenten
el genotipo T/T, cinco pacientes presentan el genotipo C/T, cuyo promedio de DTS es 18
mg/semana, 3,5 mg mas que el promedio para el genotipo C/C (14,5 mg/semana), por lo que
estos pacientes presentarian mayor riesgo de trombosis, similar a lo demostrado en literatura

(48,49), por lo que se deberia seguir estudiando esta variante.

Al realizar la regresion logistica univariada en cada uno de los SNP de estudios utilizando
los modelos de herencia codominante, dominante y recesivo (Tabla N°12), donde el outcome a
analizar es “requerir una DTS mayor a 13 mg/semana” (valor obtenido a partir de la mediana
de DTS de la poblacion en estudio) observamos que los SNP CYP2C9*3 y VKORC1
(rs9923231) muestran una tendencia a una menor probabilidad de presentar el outcome
(codominante OR=0,23 p=0,011; dominante OR= 0,21 p=0,005 para CYP2C9*3; codominante
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OR=0,32-0,03 p<0,001; dominante OR=0,19 p<0,001, recesivo OR=0,06, p<0,001),
confirmando lo encontrado en literatura. Ademas, el modelo para el caso del SNP VKORC1
(rs9923231) presenta un pseudo R? de 0,1831 para el modelo codominante, 0,0883 para el
dominante y 0,1456 para el recesivo, por lo tanto, esta variante genética explica por si sola en
un 18,3%, 8,8% y 14,6% respectivamente, el modelo de estudio, y con ello la variabilidad en
la DTS de acenocumarol.

Observamos que los SNP VKORC1 (rs7294) y CYP4F2, estan relacionados con una
tendencia a una mayor probabilidad de presentar el outcome en estudio, principalmente el SNP
VKORCL1 (rs7294), ya que en todos los modelos tienen significancia estadistica y OR>1,
contrario a lo obtenido para CYP4F2, donde s6lo se obtiene significancia estadistica con el
modelo codominante con el genotipo C/T (OR=1,68 p=0,037). Por lo que para este SNP la
recomendacion es seguir en estudio, ya que aunque existe relacién entre el genotipo y la DTS,

no se ha podido demostrar con certeza la probabilidad de presentar el outcome.

A la vez, al realizar los analisis al separar por sexo (Tabla N°13 y 14), observamos para el
caso de las mujeres (Tabla N°13), donde el outcome cambia a “requerir una DTS mayor a
12 mg/semana” solo el SNP VKORC1 (rs9923231) en su modelo codominante para el
genotipo recesivo muestra una tendencia una menor probabilidad de presentar el outcome
(OR=0,06; p<0,001), comprobandose también en los modelos dominante y recesivos,
explicando el modelo con un pseudo R® 13,9%. Mientras que para los hombres (Tabla N°14),
cuyo outcome es “requerir DTS mayor a 14 mg/semana” ambas variantes de VKORC1
(rs9923231/rs7294) arrojan resultados similares a la literatura. En el caso de VKORC1
(rs9923231), una menor probabilidad de presentar el outcome (OR=0,29; p<0,001) en los
modelos codominantes, dominantes y recesivos. Mientras que para VKORC1 (rs7294) una
mayor probabilidad de presentar el outcome en el modelo codominante, solo para el genotipo
C/T (OR=2,31; p=0,015) y en el modelo dominante (OR=2,33; p=0,009). Estas diferencias en
los resultados obtenidos al agrupar por sexo y a diferencia de tratar la poblacion de estudio
como un solo grupo, donde cuatro de los siete SNP muestran tendencia a una mayor o0 menor
probabilidad de presentar el outcome, uno de los factores que afecta nuestros resultados es la

reduccion del nimero de sujetos en cada variable.
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Situacion similar ocurre al sub-agrupar por sexo y edad (Tablas N°15 a 20), donde el
namero de cada subgrupo al verse reducido no arroja asociaciones que nos permitan responder
nuestra hipotesis, en las cuales solo en algunos grupos uno de los SNP propuesto presenta
asociacion significativa, e incluso el SNP de GGCx en la tabla N°18 se obtiene asociacion
significativa, esto se debe principalmente a la reduccion en la cantidad de pacientes que
presenta la variante heterocigota de este SNP (TablaN°9).

Al realizar los analisis multivariados que nos permiten correlacionar el efecto de la
presencia de dos o mas variantes geneticas de interés en los pacientes con las DTS de
acenocumarol, se observa en la tabla N°21 que las variantes VKORC1 (rs9923231) y
CYP2C9*3 requieren una DTS menor en comparacion al wild type, similar al algoritmo
establecido por la CPIC (25), ademas ambas variables se comportan de manera similar al
separar por sexo (Tabla N°23). Estas dos variantes nos permiten explicar el 21,3% (OR<1) de
la variabilidad en la DTS de acenocumarol (Tabla N°25), y su baja probabilidad de presentar
el outcome en estudio, variabilidad similar a lo obtenido en algoritmos que solo incluyen el
factor genético (34). En los andlisis univariados de los grupos separados por sexo no se
obtuvieron resultados diferentes a lo demostrado en la poblacion total de estudio. En el grupo
de mujeres fueron consideradas las variantes genéticas de VKORC1 (rs9923231/rs7294),
CYP4F2 y CYP2C9*3 debido a que todas presentan un p<0,2, el cual es el punto de corte para
que una variable pueda cambiar su significancia. Mientras que en el grupo de los hombres solo
los SNP de VKORC1 (rs9923231/rs7294) obtuvieron resultados significativos (p<0,2), por lo
tanto, en este grupo no se realizd los analisis multivariados, al no tener variables con que

poder realizar.

En esta tesis se analizé la asociacion de polimorfismos que requieren una DTS mayor en
comparacion al wild type, y encontramos que las variantes VKORC1 (rs7294) y CYP4F2
(2108622) dan cuenta de esta mayor DTS. Sin embargo, CYP4F2 el genotipo T/T asociado a
VKORC1 homocigoto mutado presenta una DTS menor a la asociacién con el genotipo C/T de
CYP4F2 (Tabla N°22). Esperamos que un aumento en el nimero de pacientes con genotipo
T/T para CYP4F2 pueda aclarar esta tendencia. Aun asi la probabilidad de requerir una DTS

mayor se ve acentuada al presentar alguno de los genotipos de VKORC1 (rs7294) junto con el
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genotipo C/T de CYP4F2 (OR>1) (Tabla N°26), donde este modelo explica el 4,7% de la

variabilidad interindividual.

Por otro lado, en esta tesis se realizaron dos algoritmos farmacogenéticos preliminares
para casos en los que se requiera una dosis baja (<13 mg/semana) 0 alta (>13 mg/semana) de
acenocumarol en la poblacion de estudio. Para ambos algoritmos se incluyeron las variables
clinicas 0 no genémicas, sexo y edad; como las variables genémicas CYP2C9*3, VKORC1
(rs9923231) para un requerimiento bajo de dosis y VKORCL1 (rs7294) y CYP4F2 para un
requerimiento de dosis alta. No se incluyeron datos de indice de masa corporal (IMC),

fumador, alcohol y medicamentos, debido a datos incompletos en las fichas clinicas.

En el caso de acenocumarol Van Schie et al. desarrollaron un algoritmo guiado por
genotipo que incluye genotipos de CYP2C9 y VKORCL, peso, altura, sexo, edad y uso de
amiodarona en una poblacién holandesa. Los algoritmos guiados por genotipo explicaron
55,9% para fenprocumarina y 52,6% para acenocumarol de la dosis de mantenimiento, los
algoritmos no genéticos explicaron solo el 17,3% para fenprocumarina y el 23,7% para
acenocumarol (66) Los autores también proporcionaron la dosis de mantenimiento relacionada
con la dosis de carga calculada y validada posteriormente con el algoritmo acenocumarol, que
explico el 52,7% de la variabilidad (67). Borobia et al. desarrollaron un algoritmo para la
dosificacion de acenocumarol en poblacion espafiola que incluia factores clinicos (edad, indice
de masa corporal y farmacos concomitantes) y variaciones genéticas de VKORC1, CYP2C9,
CYP4F2 y APOE, donde los factores clinicos explicaron el 22% de la variabilidad de la dosis,
que aumentd a 60,6% cuando se incluyd informacién farmacogenética (p<0,001); las variantes
de CYP4F2 y APOE explicaron el 4,9% de esta variabilidad. El error absoluto medio de lo
predicho para la dosis de acenocumarol (mg/semana) obtenida con el algoritmo
farmacogenético fue 3,63 frente a 5,08 mg/semana predicho con el algoritmo clinico. El
algoritmo farmacogenético predijo correctamente la dosis estable real en 59,8% de los casos

frente a s6lo 37,6% predicho por el algoritmo clinico (34).

Los resultados de esta tesis con las variantes genéticas de CYP2C9*3 y VKORC1
(rs9923231) junto con edad y sexo explican en un 22,9% de la variabilidad de dosis de

acenocumarol en la poblacién de estudio, similar al algoritmo CPIC, cuyo modelo se explica
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en un 24,2% (Tabla N°29). Esto nos hace pensar, el incluir las variables IMC, fumador,

alcohol, entre otras, explicar en mejor manera esta alta variabilidad.

Finalmente, es importante destacar que estos algoritmos estan enfocados a predecir
eventos adversos de tipo hemorrégico, ninguno de ellos da cuenta del requerimiento de una
dosis mayor en comparacion al Wild Type, donde el efecto adverso es un nuevo cuadro
trombdtico, que tiene un alto impacto en el costo de salud y un alto impacto en la calidad de
vida del paciente y su familia. Esta es una puerta abierta para el desarrollo de algoritmos para
metabolizadores con este tipo de comportamiento en Latinoamérica donde los recursos en

salud son siempre escasos.

En esta tesis hemos podido establecer las variables que nos permitiran el desarrollo de un
algoritmo farmacogenético de acuerdo al requerimiento de dosis alta (>13 mg/semana) de
acenocumarol, el cual incluyo las variantes genéticas de CYP4F2 y VKORC1 (rs7294) junto al
sexo y edad. Observamos que la variabilidad en la dosis de acenocumarol es explicada en un
7,9%, mayor a los 4,7% que explican sélo las variantes gendémicas, por lo tanto, y similar al
caso anterior, esperamos que el incluir otras variables no genomicas, explicar en mayor
porcentaje esta variabilidad y disminuir los riesgos de ineficacia terapéutica. A su vez, al
considerar todas las variables significativas estudiadas, el modelo final es explicado en un
23,7% (Tabla N°31).

Con estos resultados, nosotros esperamos ayudar en las estimaciones mas apropiadas de
“dosis ideal de inicio para acenocumarol” como una herramienta para el equipo médico,
contribuyendo a disminuir el tiempo para alcanzar la DTS, logrando un mejor manejo
terapéutico por parte de los médicos. Estos algoritmos deberdn ser previamente validados

antes de poder ser utilizados de manera rutinaria en la clinica.
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CONCLUSIONES

La presencia de las variantes genéticas en VKORC1 (rs9923231 y rs7294), CYP2C9*3
(rs1057910) y CYP4F2 (rs2108622) explican parcialmente una diferencia entre la DTS de

acenocumarol en la poblacion en estudio.

Los genotipos de CYP2C9*2, GGCx y FVII no explican las diferencias en la DTS de

acenocumarol en la poblacién en estudio.

La presencia de los genotipos G/A y A/A para VKORC1 (rs9923231) y los genotipos C/A 'y
AJA para CYP2C9*3 (rs1057910), explican parcialmente el requerimiento de una menor DTS
de acenocumarol en la poblacién de estudio en comparacion a aquellos que presentan los

genotipos G/G y C/C respectivamente.

La presencia de los genotipos C/T y T/T para VKORC1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622)
explican parcialmente el requerimiento de una mayor DTS de acenocumarol en la poblacién

de estudio en comparacién a aquellos que presentan el genotipo C/C respectivamente.

La presencia de los genotipos G/A y A/A para VKORCL1 (rs9923231) y los genotipos C/A 'y
A/A para CYP2C9*3 (rs1057910) junto con las variantes no gendmicas edad y sexo, explican

en un 22,98 % la variabilidad en la dosis baja de acenocumarol en la poblacién de estudio.

La presencia de los genotipos C/T y T/T para VKORCL1 (rs7294) y CYP4F2 (rs2108622) junto
con las variantes no gendmicas edad y género, explican en un 7,94 % la variabilidad en la
dosis alta de acenocumarol en la poblacion de estudio.

La agrupacion de todas las variables estadisticamente significativas estudiadas, explican la
variabilidad en el requerimiento de dosis de acenocumarol en un 23,79% en la poblacion de

estudio.
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9. ANEXOS

ANEXO N°1

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETI0N DE INVESTIGATKON EN SESES. HUMAKOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

FECHA: 12 da anero da 2016,

PROYECTO: “ESTUDIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EN
PACIENTES DEL SERVICIO DE SALUD METROPOLITAND
QCCIDENTE QUE INFLUYEN EN LA EFICACLIA DEL
TRATAMIENTO ANTICOAGLULANTE ORAL.™

INVESTIGADORES RESPONSABLE:  DR. LUIS QUINONES
DRA. ANGELA ROCO

INSTITUCKON: PROYECTC DE PREGRADD, PROGRAMA DE
FARMACOLOGIA, 1L.C.B.M. FACULTAD DE MEDICINA,
UNIVERSIDAD DE CHILE.

Con fecha 12 de ensro de 3016, el proyecio ha sido analizads & la uz de los
postuledos de la Declaracidn de Helalnkl, de la Guia imemacional de Etica para
la Investigacian Biomadica gue immolucra sujetos humancs CIOMS 1982, y de
las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1986,

Sobre le base de la informackdn  proporcionade en el texio del proyects al
Comité da Efica de Invasfigacion an Seres Humanos de la Facultad de
Meadicing de la Universidad de Chile, eslima que el estudio propuestio esti bien
justificedo y que no significa para los sustos Involucrados riesgos fiskcos,
psiquicos o sociakes mayores & minimos.

Este comitd también anallzd vy aprobd el corespondients dacumerto e
Consantimiento Informado an su wersidn modificada de fecha 12 de anenc da
2016,

En virtud du las consideraciones artariores of Comité ofonga la aprobacian gtica
pafa la realizacidn del estudio propueste, denlra de las especiicacionas del
profoook.
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1% Eilk. 20
INTEGRANTES DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
EN SERES HUMANDS
NOMBRE CARGD AELACICH COM LA
INSTITUCHIN
Dir. Manuel Chrarzin Preaidente g
Cir. Huga Amigo Mizmbre E
Dra. Lucda Cifusnies Miembire £
Prod. Ma. Julisls Gonzalez bhembro Si
Sra. Clauda Marshall Mismbro Mo
Cr. Miguel O Ryan Miembro Suplante S i
Santiago, 12 de enaro da 2016
Secretaria Ejecutiva CEISH

GRElam.
GG - lquironedimed uchile.cl

- Proyecto N 222-2015

- Arehive ACTA &P-178
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Nombre del Investigador principal: LUIS & QUIRONES

BT, 5.590,537-4

Instituridn: FACULTAD DE MEDICINA - UNIVERSIDAD DE CHILE
Tekifonos: 29770741 - 90158341

Invitackin a participar: Le estamaos Invtande a partiopar en el proyectn de
investigaciin "ESTUDIO DE POLIMORFISMOS GEMETICOS EN PACIENTES DEL
SERVICIO DE SALUD METROPOLITAND QCCIDENTE QUE INFLUYEM EN LA
EFICACIA DEL TRATAMIENTO ANTICOAGULANTE ORAL®, @ cusl persgus
pvabuar SU respussts pendtica (Tarmacogendtica) & ratamiento anticoagulants,
adembs de poder comelacionar can la dosis semanal indicada a cada pacients
(teragia individualizada).

Objetives: Esta irvestigacion tiens por objetives obtener valiosa informacién
gue an un futuro pesmitird diseflar ratamientos farmacoligicos personalizadas,
que disminuyan s efectos adwersos, mejoren la eficada y permitan avitar
coatos inpecessrios & los usuanos. B estudio induird @ un nbmens total de
ciento movente (190) pacientes como minima, entre hombras y mujeres,
pertenecientes a la unidad ce fetamienrio anticoagulante aral [TACO) del
Servico de Salud Metropalitano Ocridente,

Procedimientos: 51 Ld. acepta participar su pertidpecidn consiste en la
donacion de ung muestra de sangre sanguines de aprodimadaments 10 oo de la
cual 52 obtendr su material gendtico (ADN gendmicn) y con é Se realizeran
pruchas gencticas para prevenic & identificar fallas terapduticas en un fuluro
tratamianto con anticoagulantes arales.

La persona encargada de la manipuladdn, mantencicn v almacenamientos de
las muestras, &5 el encargado de aseguramientn de calidad del Laboratario de
Carcinogénesis Quimica vy Farmacogenética (COF), el profesor Or. Melson Varsla
Figueroa. Al respecto, las muestras seran ofilizadas para e andlisis
ayclisivaments sefialado y amacenadas a8 -20°C por un periodo mddmo de
Cne aios.

Sa ponsignardn sus datos clinicos obtenides desde su ficha dinica por su
médico tratante, baje estricta confidencialidad segin Ley 20,584,

40
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Rigsgos: Lo cxtraccion do muestra sanguinea puede acompanarss de una
Unica molestia eventual gue consiste en la aparicion de un hematama en la
zona de toma de muestra, solo an dgunos casos,

Cosbos: Los insumas para las técnicas de estudio serdn aportados por al
Laboratorin de Cardnogénests Quimica y Farmacogenttica (CQF), dal programa
de Farmacologia Molecular v Clinica del ICBM, Fecultad de  Medicing,
Unhversidad da Chile, por lo que no tiene costo alguno para LUd. Todos los
EcAmMENes 0 prestacianss que no son niceanas para el estudio & tratamiento
habitual de su enfermedad seran igualmente Tinanciados por el mismo
|lahoratario.

Benefickos: Ademds del benaficio gue este estudio significara para el progreso
del conocimienta ¥ el mejor tratamients de futuros packentes, su partidpecion
an este estudis no tendrd benefidos de obro tipo, Una ver oblenidos 105
resultados usted podrd disponer & |o deses de un corssjo fasmacegendtics, en
donde se sefiglardn las imphoancies de los hallapgos abtenidos, bos cuales
pueden ayudar en la optimizacidn de su tratamisntn,

Compensacidn: L. na recibicd minguna compensacidn econdmica par su
participacién en el estudia,

Confidencialidad: Toda la informiacidn dervada de su participaciin en este
estudio serd conservada ¢n forma de estricta confidencialided, lo gue incluye el
accesn de los investigadones o sgencias Superdsoras de la investigacian, de
acuerdn a ko estipulada en la ley 20,584 del cidigo penal Chileno, Cualquier
publicacidn o comunicacidn cientifica de los resultades de la Imestigacan serd
comgletamente andnima. (Garantia de protecckin @ b privacidad ¥ respeto de
la confidencialidad en el ratamientn de datos personales, Ley 19.628)

Yoluntardedad: Su participadan en esta investigacidn es tetalmente voluntaria
y &8 puade ratirar en cuakquier momaento comunicéndale al investigador v a su
médirn tratante, sin gue elio signifique perjuicio alguno para wsted. De Igual
manrera su médico tratante o el investicadar podrdn determinar su retiro del
estudi s consideran que esa dedsion va en su beneficio,

Darechos dal participante: Listed redbira una copla mteqra v escrifa oo esie
docurnento frmado, Si usted requiere cualguler otra Infarmacien £
participacida an este estudio puede comunlicarse con;

Irvestigador: DR. LULS A, QUIRONES [Teltfonos: 29770741 — 30158341) y/o
BO. ANGELA RDCO (Teléfono: 25741109}

Otros Derachos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidents ded
"Comité de Etica de Investigaciin en Sares Humanos®, Dr. Manuel Oyarain &,
Tedfang: 2-57B.9536, Emall: comitecelsh@med uchilecl, cuya ofidng se
spcEntra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de |2 Facultad de
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Medicing, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna oe | 7 EWe M09
Independenda,

Conclusién:

Después de haber recibado v comprendido la informacion de este documentn ¥
o2 haber podido aclarar todas mis dudas, otorge mi corsentimiente para
parficipar &n el proyeste “ESTUDIO DE POLIMORFISMOS GEMETICOS EM
FACTENTES DEL SERVICID DE SALUD METROPOLITAND OOCIDENTE QUE
INFLUMEN EN LA EFTCACTA DEL TRATAMIENTO ANTICOAGULANTE ORAL",

Mambre del sujets Firma Fecha
R,
Mombre de informante Firma Fecha
Rut.
Mombre gal investigador Firma Fecha
Rut,

S sp frafa de wn pecieate con dEraparidad phigwrs o Mfslectual Regisinar
ammlng oo padente | de oo spoderady,  en cumplivhiele  aditols 28 ey
200,584,
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Labaratorio COF, Programa de Farmacokogia Moleoular v
COF Cinica, ICBM, Facultad de Medicina
Universidad de Chile

B.FICHA CLIMICA PACIENTES TRATAMIENTE ANTICOAGULANTE

GRUPO SANGLINED: |:| WE Interne; TAC-

I~ IDEMTIFICACION:

FECHA MUESTRA| | mud PechadeMaci |
| |

APELLIDO PATERND AFELLIDO MATERND ROMBRES

DIRECION TELEFOMDS

E-fnill

PESD: |:| TALLA: |—|

1L~ ANTECEDENTES TRATAMIENTD:

Ranga INR; ISRz

Marca Acenccumarcd:

Duarfis:

Otros medicamentas:

interfieren con CYFCE: 51 | Mo ||

Hil.- ENPOSICIGN & AGENTES TONICOS:

Fumador SI [ | Mo[ |  Cigarciosfdla [ | Tiempo [ |
Ewfumador Cigarrillos/dla | Tiempa [ |

aoht 5[] we[ ] copastdia [ Copas/t. de semana |
ExBobedor Copas/dia [ | Copasit de semama | 1
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ANEXO N°2

Nebropabtano
Occiderne

B .

CortaN® D19

REF:  Resultado evaluaditn de torreccionss a
Protocoko Ingrese N 027 del 20 .04 2016,

Santiaga, 28 de Abril 2016

DRA, ELENA NETO SOTO

MEDICO CIRVIAND

POLICLINICO TRATAMIENTO ANTICOAGULANTE ORAL
CDT-HOSMTAL SAN JUAN DE DIOS

PRESENTE
De nuestra consideracion;

NOMBRE DEL ESTUDIO: ESTUDID DE POLIMORFSMOS GENETICOS EN PACIENTES DEL SERVICIO
DE SALUD METROPOLTANO OCCIDENTE QUE INFLUYEN EN LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO
ANTICOAGULANTE ORAL

REVISORES: Dva, Nancy Rodriguesz, Dr. Luis Araya

Por intermedio de @ presents acusamos recho ce mod¥icaciones 3 las
observationes Propuestas en carts N'01S del 17 de Maro del presente afio. £ste comité ha
evakida las modificaclones concluyendo:

% Se reluye @rta compromiso de 108 investigadores de emdar informes parciales al comisd de
dtica,

¥ S= modifica consantimiento informado, resguardando la voluntariedsd de fa participacion del
paciente & ef estudio

<

Par o anteriormente expuesto este Comito decide;
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APROBAR EL ESTUDIO PROPUESTO

En ses5idn extraordingtia del 28 de abrd del 2016 y con & asistencis de los siguentes miembras:

Q.F. Roxana Arias De Pol Viceprasidents CEC
Ora. Soledad Davanzo Secretaria CEC
Dra. Marzol Concha Miembero

g Jorge Mena Miembro

Dr. Ricardo Castro Miembro

Seti. Nicake Cusyas . Miembro

Sin otro particular y quedsndo a su entera disposicion,

OLEDAD DAVANZO FRIEDENTMAL

SICRETARIA

DE £TICA DE LA INVISTIGACTION
CIENTIFICA
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IENTO 1

ESTUDIO OFf POUMORFISMOS GENETICOS EN PACIENTES DEL SERVICIO DE SALUD
METROPOUTAND OCCIDENTE QUE INFLUYEN EN LA EFICACIA DEL TRATAMMENTO
ANTICOAGULANTE ORAL

Invitacién a participar: Le estamos invitando & participar en el proyecto de investigacion
"ESTUDIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EN PACIENTES DEL SERVICIO DE SALUD
METROPOLITANO OCODENTE QUE INFLUYEN EN LA ERCACIA DEL TRATAMIENTO
ANTICOAGULANTE ORAL", ol cual persigue evaluar su respuesta gendtica [farmaco
genética) al tratamiento anticoagulante, sdermds de poder correlacionar con la dosis
semanal indicada 8 cada paciente (terapia individualizada).

Objetivos: Ests investigadon tiene por chjetivos obtener valiosa informacion que en un
futuro permitira diseflar tratamientos farmacoldgicos personalizados, que disminuyan las
efectos adversos, mejoren 13 eficacia y permitan evitar costos innecesanios a 10§ usuarnos,
El estudio mduird @ un ndmero total de trescientas (300) pacientes como minimo, entre
hombres y mujeres, pertenecientos a las Pofickinicos de Tratamiento Anticosgulante Oral
[TACO) def Servicio de Salud Metropoktang Occidents.

Procedimiento: Si Ud. scepta participar su participacion consiste en i3 donacidn de una
Muestra de sangre sanguinea de apraximadamente 10 ¢c de & cual se obtended su material
penético |ADN gendmico| y con & se realizardn pruebas gendticas para prevenir e identificar
fallas terapéuticas en un futuro tratamiento con anticoagulantes orales, Las muestras se
almacenaran a -20°C por un periodo mawmo de cinco afos Labaratorio de Carcinogénesis
Quimics y Farmacogenética (COF) Facultad de Medicing de 13 Universidad de Chile. Se
consignardn sus datas dinicos obtenidos desde su fichs clinica por su médico tratante, bajo
estricta canfidencialidad segin Ley 20 584,

Riesgos: La extracoon de muestra sanguinea puede acompafiarse de uns Unica molestia
eventual gue consiste en 13 aparicidn de un hematoma en la zona de toma de muestra, solo
N algunos casos,

Costos: Los insumos para las técnicas de estudio na tienen costa alguno para Ud,

Bencficlos: Ademds del benefiio que este estudio significard para el progreso del
CoNDGMiento y & mejor tratamiento de futuros paclentes, su participacdn en este estudio
mo tended beneficos de otro tipa. Una vez obtenidas los resultadaos usted podré disponer si
lo deses de un consejo farmacagenético, en dande se sefalarén las implicancias de los
hallazgos obtenidos, los cuales pueden ayudar en 13 optimizacion de su tratamienta.
Compensacidn: Ud. no redbird ninguna compensacian ecandmica por su participacidn en
el estudio.
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Confidencialidad: Toda 13 inforrmacian derivads de su particinadan en este estudio serd
tonservada en forma de estricta confidendalidad, o gue induye & acoeso de los
investigadones o agencias supervisoras de la investigacion, de acuerdo a lo estipulado en la
by 30,584 dal cddigo panal Chilena, Cuslguier publicstidn & comunicadan cientifica de los
resultadas de 13 nvestigation sera completamente andrirma. (Garantia de profeccicn a la
privacidad y respeta de la corfidencalided en el tratamiento de datos persorales, Ley
19.628)

Valustariadad: Su participacicn en esta investigacidn &3 totalmente veluntaris y se pueds
relirar en cuslquier momento comunicdndolo al investigador v 2 su médico tratante, sin
que eflo signifique perjuico alguno para usted.

Dereches del participamte: Usted recibirg una cepia inlegra v escrits de este documento
firmado. 5i usted reguisne cualguier olra infermacidn spbre su partici pacion en este estudio
pueds comunicarse con:

Investigadones: ORA, FLENA MIETD [Teléfanc 75741926 y/o B ANGELA ROCD [Tekfons
I5TA110%) yio DR CARLDS GALLARDO [Teklons 25741217)

Conclusidn:

Despusés de haber recbide v comprendide la infarmacion de este docismenta y de haber
padido aclarar todas mis dudas, olorge mi consenlimasnto pars participar &n = proyecto
“ESTUDID DE POUMORFSMOS GENETICCE EM PACIENTES DEL SERWVICIO DE SALUD
MEITROPOUTAND OCCIDEMTE OUE INFLUYEM EM LA EFICACIE DEL TRATAMIENTO
ANTHOMEULANTE ORALY.

Mamibre del sujeto Firma Fecha
Eut.
Mambre de infoemante Firma Fescha
Fut.
Mambne del investigadar Firma Fecha
Faut.

5 58 Trata de un paciente con discapadidsd poquics o inteleclual, registrar nombre dE%.-'I

paciente v de s apoderada, &n cumplimiento asrbiculo 28 ley 2.5
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ANEXO N°3: E.Z.N.A® Blood DNA mini kit, Omega Bio-tek

1.- Utilizar tubos eppendorf de 1,5 mL, rotule cada tubo.

2.- Transfiera hasta 200 ul de la muestra (sangre completa o capa leucocitaria) a los tubo
eppendorf ya rotulados (uno de cada muestra) y realice una micro-centrifuga o vortex (No
provisto en el Kit).

* Si el volumen de la muestra es menor que 200 pL, agregue el volumen apropiado de
PBS.

3.- Agregue 200 uL de buffer FABG a cada tubo eppendorf (pipetear lento y botar por las
paredes del tubo SOLO HASTA EL PRIMER TOPE). Realizar un vortex a cada tubo
(con el objetivo de realizar una mezcla detergente/materia organica).

*Realizar un spin corto, solo en caso de manchar la tapa del tubo eppendorf.

4.- Adicione 20 ul de Proteinasa K, mezcle por inversion y vortexee durante 15 segundos.
PASO LIMITANTE

5.- Incube a 60°C durante 15 minutos para lisar la muestra. Durante la incubacion,
vortexee la muestra cada 5 minutos.

6.- Realice un breve spin al tubo para remover las gotas del interior de la tapa.

7.- Agregue 200 pl de etanol (96% ~ 100%) a la muestra. Mezcle vigorosamente
realizando pulsos en el vortex por 30 segundos.

8.- Brevemente realice un spin al tubo para remover las gotas del interior de la tapa.

9.- Ubique la columna FABG (rotular) en un tubo de recoleccién. Transfiera la mezcla de
la muestra (incluyendo el precipitado) cuidadosamente a la columna FABG. Centrifugue
por 1 minuto a maxima velocidad y a temperatura ambiente (22°C). Luego descarte la
fraccion eluida del tubo de recoleccion.

10.- Inmediatamente, lave la columna con 500 ul de buffer W1 centrifugando por 1
minuto, luego descarte la fraccién eluida.

* Asegurese que el etanol haya sido agregado al Buffer W1 al abrirse por primera
vez, como se menciona al inicio.

11.- Lave la columna FABG con 750 ul de buffer de lavado centrifugando por 1 minuto,
luego descarte la fraccion eluida.
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* Asegurese que el etanol ha sido agregado al buffer de lavado al abrirse por primera
vez, como se menciona al inicio.

12.- Centrifugue por otros 3 minutos para secar la columna.

* jPaso importante! Este paso evitara que el liquido residual para inhibir reacciones
enzimaticas posteriores.

13.- Ubique la columna FABG al tubo de elucion.

14.- Agregue 100~200 pl de buffer de elucion o ddH,O (pH 7.5~9.0) al centro de la
membrana de la columna FABG. Mantenga la columna de forma vertical por 3 minutos.

* iPaso importante! Para una elucion efectiva, asegurese que la solucion de elucion se
agregue al centro de la membrana y sea absorbida completamente.

* El volumen estandar de elucion es de 200 pl, si la muestra tiene un menor namero
de células, reduzca el volumen de elucion (50 pl ~ 150 pl) para aumentar la
concentracion de DNA

15.- Centrifugue por 2 minutos para eluir el DNA.

16.- Homogeneizar la muestra y en un tubo epp de 0,2ml adicione 5uL de la muestra para
su préxima cuantificacion.

17.- Almacene el DNA a 4°C o -20°C.
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ANEXO N°4: PROTOCOLO DE TRABAJO
NOTA: Este procedimiento consta de tres etapas

1. Preparacion del mix
2. Cargade ADN a los tubos
3. Configuracion del equipo y PC

1. PREPARACION DEL MIX

Condiciones de trabajo

e Trabajar en campana de sala RT-PCR
e Limpiar campana segun protocolo

e Utilizar guantes

e Utilizar mangas (opcional)

Materiales

e Agua para PCR (en campana o freezer vertical -20 3ra gaveta)
e Master Mix (en refrigerador pasillo, a 4°C)
e Sonda Tagman, proteger de la luz. (en freezer vertical)

e Strips tubes y tapas (en campana)
Preparacion mix para PCR

e Volumen calculado para cada muestra.

e Se deben agregar a sus muestras 2 controles sin DNA (control negativo), por lo
tanto considerar en los célculos.

e Recordar homogeneizar el Eppendorf KIT diluido antes de agregar al mix

e Preparar mix en tubo eppendorf 0.2 mL
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ATENCION: Evitar formar espuma en la preparacion del mix.

Reactivo 1x 10x
Agua Nano pura 3uL 30uL
Tagman® Drug 0,35 uL 3,5uL
Metabolism
Genotyping
Assay 20X
Tagman® 3,5 uL 35 uL
Genotyping
Master Mix 2X
Total 6,85 uL 68,5 uL

e Agregar 6,85 uL del mix preparado a cada pocillo.

e Centrifugar strips para eliminar burbujas en la solucion.

e Marcar la tira de tubos para recordar el orden de carga (NO marcar las tapas). Se
marca donde se toman las tapas para retirar de los tubos.

e Guardar los reactivos inmediatamente después de usarlos.

2. CARGA DE ADN A LOS TUBOS

Condiciones de trabajo

e Trabajar en campana de sala de PCR convencional
e Limpiar campana segun protocolo
e Utilizar guantes

e Utilizar mangas (opcional)
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Procedimiento
ATENCION: Recuerde homogeneizar la muestra de ADN antes de cargar.

e Agregar el volumen necesario de DNA para obtener una concentracion de
30ng/uL, en el fondo de cada pocillo y homogenizar con micropipeta.

e A los pocillos control agregue la cantidad de agua nano pura necesaria para
completar un volumen final de 7,5 uL.

e Tapar pocillos utilizando un rodillo

e Centrifugar los strips en la centrifuga junto a la campana para PCR (Utilizar la

centrifuga equilibrada)

3. CONFIGURACION DEL EQUIPO Y PC

Encender equipo y PC.

Poner muestras en el equipo
o Abrir tapa
o Abrir tapa del “Sandwich”

o Insertar muestras, recordando la posicion

Abrir el archivo “Molde Taqgman” del escritorio.
Revisar ciclo de PCR en SETUP/Thermal Profile Setup.

Etapa Temperatura Tiempo N° Ciclos
Activacién 95°C 10 mins 1
Denaturacion 92°C 15 segs
50
Alineamiento/Elongacion 60°C 1:30 mins
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e Configurar lectura de muestras en SETUP/Plate Setup/Well Type
o Control: NTC
o Muestras: Unknown
o Sin muestra: Not in use
e Seleccionar todos los canales de lectrura (CY5, ROX, HEX 'y FAM).
o Reference Dye: Rox/ All Wells.
e Encender ldmpara (botdn rojo en la parte superior de la pantalla, si esta
prendida el boton se vuelve amarillo)
e Comenzar PCR. Seleccionar Run y guardar el archivo en la carpeta “QRT-
PCR” Con el nombre “Afiomesdia Gen Cddigo Rs” (sin separaciones)
e Seleccionar Run Now cuando aparezca la opcion de pre calentar la lampara.
e Seleccionar “Turn lamp off at the end of run” en la pestana de countdown del

experimento.
Almacenamiento de Datos

Escritorio -> Carpeta QRTPCR -> Carpeta individuales (Nombre_Apellido) ->
AfoMesDia Gen Polimorfismo. (Ejemplo:160112VKORC1rs9923231)
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ANEXO N°5: COMPARACION DE MEDIAS ENTRE COMBINACION DE
GENOTIPOS DE CYP2C9*3-VKORC1 (rs9923231) y CYP4F2-VKORCL (rs7294)

Genotipos N p value
CYP2C9*3 + VKORCL1 (rs9923231) [DTS £ D.E]

*1/*1 + G/A vs *1/*1 +G/G 143 79 0,001
[149+6,2] | [19,4£8,3]

*1/*3 + G/G vs *1/*1 +G/G 6 79 0,149
[140+4,1] | [19,4£8,3]

*1/*3 + G/G vs *1/*1 + G/A 6 143 0,911
[140+4,1] | [14,9£6,2]

*1/*3 + G/A vs *1/*1 +G/G 9 79 0,001
[10,7+£2,9] | [19,4 £ 8,3]

*1/*3 + G/A vs *1/*1 + G/A 9 143 0,057
[10,7+2,9] | [14,9 £6,2]

*1/*3 + G/A vs *1/*3 + G/G 9 6 0,250
[10,7+2,9] | [14,0+4,1]

*1/*1 + A/JA vs *1/*1 + GIG 59 79 <0,0001
[8,9+3,4] | [19,4+8,3]

*1/*1 + AJA vs *1/*1 + G/A 59 143 <0,0001
[89+3,4] | [149+6,2]

*1/*1 + AJA vs *1/*3 + G/G 59 6 0,021
[8,9+3,4] | [140+41]

*1/*1 + AJA vs *1/*3 + G/A 59 9 0,281
[8,9+3,4] | [10,7+29]

*1/*3 + A/JA vs *1/*1 + G/G 6 79 <0,0001
[6,9+2,6] | [19,4+8,3]

*1/*3 + AJA vs *1/*1 + G/A 6 143 0,001
[6,9+2,6] | [14,9+6,2]

*1/*3 + AJA vs *1/*3 + G/G 6 6 0,018
[6,9+2,6] | [14,0+4,1]

*1/*3 + AJA vs *1/*3 + G/A 6 9 0,149
[6,9+2,6] | [10,7£29]

*1/*3 + AJA vs *1/*1 + AIA 6 59 0,381
[6,9+2,6] | [8,9+3,4]

*3/*3 + G/A vs *1/*1 + GI/G 2 79 0,002
[6,0+1,4] | [19,4+8,3]

*3/*3 + G/A vs *1/*1 + G/A 2 143 0,024
[6,0+1,4] | [149+6,2]

*3/*3 + G/A vs *1/*3 +G/G 2 6 0,056
[6,0+1,4] | [14,0+4/1]

*3/*3 + G/A vs *1/*3 + G/A 2 9 0,221
[6,0£1,4] | [10,7+29]

*3/*3 + G/A vs *1/*1 + AIA 2 59 0,428
[6,0+1,4] | [8,9+34]

*3/*3 + G/A vs *1/*3 + A/IA 2 6 0,812
[6,0+1,4] | [6,9+2,6]

N: Numero de sujetos; D.E: Desviacion Estandar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal; V/S: Versus;
p value <0,05: Significativo; *1/*1: Genotipo Wild Type para CYP2C9; *1/*3: Genotipo Heterocigoto para
CYP2C9; *3/*3: Genotipo Mutado para CYP2C9; G/G: Genotipo Wild Type para VKORCL1; G/A: Genotipo
Heterocigoto para VKORC1; A/A: Genotipo Mutado para VKORCL.
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Genotipos N p value
VKORCL1 (rs7294) + CYP4F2 [DTS £ D.E]
C/IC+TI/T vs C/IC+CIC 13 89 0,937
[14,1+11,8] | [12,7+7,4]
CIC+TIT vs CIC+CIT 13 46 0,303
[14,1+£11,8] | [14,9+£8,3]
C/IC+TIT vs CIT+C/C 13 74 0,158
[14,1+£11,8] | [14,3 +5,0]
CIC+TIT vs TIT+TIT 13 46 0,574
[14,1+£11,8] | [16,56,3]
CIC+TIT vs CIT+TIT 13 89 0,337
[14,1+£11,8] | [12,7 £ 7,4]
CIC+TIT vs TIT +CIC 13 89 0,061
[14,1+£11,8] | [12,7 £ 7,4]
CIC+TIT vs CIT+CIT 13 46 0,020
[14,1+11,8] | [16,5+ 6,3]
CIC+TIT vs TIT+CIT 13 46 0,019
[14,1+£11,8] | [16,5+6,3]
C/IC+CI/C vs CIC+CIT 89 46 0,098
[12,7+7,4] | [14,9+83]
C/IC+CI/C vs CT +C/C 89 74 0,011
[12,7+7,4] | [14,3£5,0]
CIC+CIC vs TIT+TIT 89 46 0,573
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
CIC+CIC vs CIT+TIT 89 89 0,304
[12,7+7,4] | [12,7 £7,4]
C/IC+CIC vs TIT+CIC 89 89 0,009
[12,7+7,4] | [12,7 £7,4]
C/IC+CIC vs CIT+CIT 89 46 <0,0001
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
CIC+CIC vs TIT+CIT 89 46 0,004
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
C/IC+CIT vs CIT+CIC 46 74 0,598
[149+8,3] | [14,3+5,0]
CIC+CIT vs TIT+TIT 46 46 0,887
[149+8,3] | [16,5+6,3]
CIC+CIT vs CIT+TIT 46 89 0,665
[149+83] | [12,7+74]
CIC+CIT vs TIT+CIC 46 89 0,200
[149+83] | [12,7+74]
CIC+CIT vs CIT+CIT 46 46 0,052
[149+8,3] | [16,5+6,3]
CIC+CIT vs TIT+CIT 46 46 0,057
[14,9+8,3] | [16,5+6,3]
CIT+CIC vs TIT+TIT 74 46 0,998
[14,3+5,0] | [16,5 £ 6,3]
CIT+CIC vs CIT+TIT 74 89 0,809
[14,3+5,0] | [12,7 £7,4]
CIT+CIC vs TIT+CIC 74 89 0,339
[14,3+5,0] | [12,7 £7,4]
CIT+CIC vs CIT+CIT 74 46 0,106
[14,3+5,0] | [16,5+6,3]
C/IT+CIC vs TIT+CIT 74 46 0,093
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[14,3£5,0] | [16,5* 6,3]
TIT+T/T vs CIT+T/T 46 89 0,888
[16,5+6,3] | [12,7 +7.4]
TIT +T/T vs T/T +CIC 46 89 0,751
[16,5+6,3] | [12,7 +7.4]
TIT+T/T vs CIT+CIT 46 46 0,676
[16,5+6,3] | [16,5+6,3]
TIT+T/T vs T/T +CIT 46 46 0,449
[16,5+6,3] | [16,5+6,3]
CIT+T/T vs T/T+CIC 89 89 0,837
[12,7+74] | [127+7.4]
CIT+T/T vs CIT+CIT 89 46 0,731
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
CIT+T/T vs T/T+CIT 89 46 0,435
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
T/IT+CIC vs CIT+CIT 89 46 0,799
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
TIT +CIC vs T/T +CIT 89 46 0,371
[12,7+7,4] | [16,5+6,3]
CIT+CIT vs T/IT+CIT 46 46 0,427
[16,5+6,3] | [16,5+6,3]

N: Ndmero de sujetos; D.E: Desviacion Estdndar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal;

87

V/S: Versus;

p value <0,05: Significativo; C/C: Genotipo Wild Type para CYP4F2 y VKORC1; C/T: Genotipo Heterocigoto
para CYP4F2 y VKORCL; T/T: Genotipo Mutado para CYP4F2 y VKORCL.
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ANEXO N°6: COMPARACION DE MEDIAS ENTRE COMBINACION DE
GENOTIPOS DE CYP2C9*3-VKORC1 (rs9923231) y CYP4F2-VKORCL (rs7294)
INCLUYENDO EL SEXO.

Genotipos N p value
CYP2C9*3 + VKORC1 (rs9923231) + Sexo [DTS+D.E]

M+ *1/*3 + AIA vs M + *3/*3 + G/A 3 2 0,923
[5,5+£0,8] | [6,0+1,4]

M +*1/*3 + A/A vs M + *1/*1 + AIA 3 36 0,338
[5,5+£0,8] | [8,4+35]

M +*1/*3 + A/A vs M + *1/*3 + G/A 3 5 0,315
[5,5+0,8] | [9,3£2,9]

M +*1/*3 + A/JA vs H+*1/*1 + A/IA 3 23 0,212
[55+0,8] | [9,7+3,3]

M+ *1/*3 + A/A vs M + *1/*3 + G/G 3 2 0,493
[5,5+0,8] | [16,0 +8,5]

M + *1/*3 + A/A vs H+ *1/*3 + G/A 3 4 0,061
[5,5+0,8] | [12,5+19]

M + *1/*3 + A/A vs H+ *1/*3 + G/G 3 4 0,041
[5,5+0,8] | [13,0+0,8]

M+ *1/*3 + A/A vs M+ *1/*1 + G/A 3 65 0,008
[5,5+0,8] | [14,1+5,9]

M+ *1/*3 + A/A vs H+ *1/*1 + G/A 3 78 0,002
[55+0,8] | [15,6 +6,4]

M+ *1/*3 + AIA vs M+ *1/*1 + G/G 3 31 0,001
[6,5+£0,8] | [17,4+7,0]

M +*1/*3 + A/JA vs H+ *1/*1 + G/G 3 48 <0,0001
[5,5+0,8] | [20,7 +8,8]

M + *3/*3 + G/A vs M+ *1/*1 + AIA 2 36 0,502
[6,0£1,4] | [8,4%35]

M + *3/*3 + G/A vs M + *1/*3 + G/A 2 5 0,441
[6,0+14] | [9,3+29]

M + *3/*3 + G/A vs H+ *1/*1 + AIA 2 23 0,359
[6,0+1,4] | [9,7+3,3]

M + *3/*3 + G/A vs M + *1/*3 + G/G 2 2 0,566
[6,0 +1,4] | [16,0 +8,5]

M + *3/*3 + G/A vs H+ *1/*3 + G/A 2 4 0,121
[6,0+1,4] | [12,5+1,9]

M + *3/*3 + G/A vs H+ *1/*3 + G/G 2 4 0,089
[6,0 +1,4] | [13,0+0,8]

M + *3/*3 + G/A vs M+ *1/*1 + G/A 2 65 0,039
[6,0+1,4] | [14,1+5,9]

M + *3/*3 + G/A vs H+ *1/*1 + G/A 2 78 0,017
[6,0+1,4] | [15,6 +6,4]

M + *3/*3 + G/IA vs M+ *1/*1 + G/G 2 31 0,006
[6,0+£1,4] | [17,4+7,0]

M + *3/*3 + G/A vs H+ *1/*1 + G/G 2 48 0,001
[6,0 +1,4] | [20,7 +8,8]

M +*1/*1 + A/A vs M+ *1/*3 + G/A 36 5 0,742
[8,4+35] | [93+29]

M +*1/*1 + AJA vs H+ *1/*1 + AIA 36 23 0,473
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[84+35] | [9,7+3,3]

M+ *1/*1 + AJA vs M + *1/*3 + G/G 36 2 0,832
[8,4+35] | [16,0+85]

M+ *1/*1 + AIA vs H +*1/*3 + G/A 36 4 0,104
[8,4+35] | [12,5+1,9]

M + *1/*1 + AIA vs H + *1/*3 + G/G 36 4 0,061
[8,4+35] | [13,0+0,8]

M+ *1/*1 + AIA vs M+ *1/*1 + G/A 36 65 <0,0001
[8,4+35] | [14,1+59]

M+ *1/*1 + AIA vs H+ *1/*1 + G/A 36 78 <0,0001
[8,4+35] | [15,6 +6,4]

M+ *1/*1 + AIA vs M + *1/*1 + G/G 36 31 <0,0001
[84+35] | [17,4+7,0]

M+ *1/*1 + AIA vs H+ *1/*1 + G/G 36 48 <0,0001
[8,4+35] | [20,7+88]

M+ *1/*3 + G/A vs H+ *1/*1 + AIA 5 23 0,955
[9,3+29] | [9,7+3,3]

M+ *1/*3 + G/IA vs M + *1/*3 + G/G 5 2 0,958
[9,3+29] | [16,0+85]

M+ *1/*3 + G/A vs H+ *1/*3 + G/A 5 4 0,298
[9,3+2,9] | [12,5+1,9]

M+ *1/*3 + G/A vs H+ *1/*3 + G/G 5 4 0,216
[9,3+29] | [13,0+0,8]

M +*1/*3 + G/A vs M + *1/*1 + G/A 5 65 0,071
[9,3+2,9] | [14,1+59]

M+ *1/*3 + G/A vs H+ *1/*1 + G/A 5 78 0,021
[9,3+29] | [15,6 +6,4]

M +*1/*3 + G/A vs M + *1/*1 + G/G 5 31 0,005
[93+29] | [17,4+7,0]

M+ *1/*3 + G/A vs H+ *1/*1 + GIG 5 48 <0,0001
[9,3+29] | [20,7 +8,38]

H+*1/*1+ AIA vs M+ *1/*3 + G/G 23 2 0,976
[9,7+3,3] | [16,0£85]

H+*1/*1+ AJA vs H+ *1/*3 + G/A 23 4 0,211
[9,7+3,3] | [12,5+1,9]

H+*1/*1+ AJA vs H + *1/*3 + GIG 23 4 0,135
[9,7+3,3] | [13,0+0,8]

H+*1/*1+ A/A vs M+ *1/*1 + G/A 23 65 <0,0001
[9,7+3,3] | [14,1+59]

H+*1/*1+ AJA vs H+ *1/*1 + G/A 23 78 <0,0001
[9,7+3,3] | [15,6 +6,4]

H+*1/*1+ AJA vs M+ *1/*1 + G/G 23 31 <0,0001
[9,7+33] | [17,4+7,0]

H+*1/*1+ AIA vs H+ *1/*1 + G/G 23 48 <0,0001
[9,7+3,3] | [20,7 +8,38]

M +*1/*3+ GI/G vs H + *1/*3 + G/A 2 4 0,567
[16,0 + 8,5] | [12,5+1,9]

M +*1/*3+GI/G vs H+*1/*3 + G/G 2 4 0,490
[16,0 + 8,5] | [13,0 +0,8]

M+*1/*3+G/G vs M+ *1/*1 + G/A 2 65 0,438
[16,0 + 8,5] | [14,1+5,9]

M+ *1/*3+ G/G vs H + *1/*1 + G/A 2 78 0,316
[16,0 + 8,5] | [15,6 + 6,4]

M+ *1/*3+GIG vs M+ *1/*1 + G/G 2 31 0,206
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[16,0 £8,5] | [17,4+ 7,0]

M+ *1/*3+ G/G vs H + *1/*1 + G/G 2 48 0,112
[16,0 +8,5] | [20,7 + 8,8]

H+ *1/*3+ G/IA vs H + *1/*3 + G/G 4 4 0,853
[12,5+1,9] | [13,0+0,8]

H+ *1/*3 + G/A vs M + *1/*1 + G/A 4 65 0,785
[12,5+1,9] | [14,1+59]

H+ *1/*3+ G/A vs H+ *1/*1 + GIA 4 78 0,472
[12,5+1,9] | [15,6 + 6,4]

H+ *1/*3 + G/A vs M + *1/*1 + G/G 4 31 0,226
[12,5+1,9] | [17,4+7,0]

H+ *1/*3+ G/A vs H+ *1/*1 + G/G 4 48 0,064
[12,5+1,9] | [20,7 +8,8]

H+*1/*3+ GIG vs M + *1/*1 + G/A 4 65 0,986
[13,0£0,8] | [14,1+59]

H+ *1/*3+ G/G vs H+ *1/*1 + GIA 4 78 0,643
[13,0 £0,8] | [15,6 + 6,4]

H+ *1/*3+ G/G vs M + *1/*1 + G/G 4 31 0,335
[13,0 +0,8] | [17,4+7,0]

H+ *1/*3+ GIG vs H+ *1/*1 + G/G 4 48 0,109
[13,0£0,8] | [20,7 + 8,8]

M+ *1/*1 + G/A vs H + *1/*1 + GIA 65 78 0,174
[14,1+5,9] | [15,6 +6,4]

M+ *1/*1 + GIA vs M + *1/*1 + G/G 65 31 0,020
[14,1+59] | [17,4+7,0]

M+ *1/*1 + G/A vs H + *1/*1 + G/G 65 48 <0,0001
[14,1+5,9] | [20,7 +8,8]

H+ *1/*1 + G/A vs M + *1/*1 + G/G 78 31 0,192
[15,6 +6,4] | [17,4+7,0]

H+ *1/*1 + G/IA vs H+ *1/*1 + G/G 78 48 0,001
[15,6 +6,4] | [20,7 + 8,8]

M+ *1/*1 + GIG vs H + *1/*1 + G/G 31 48 0,157
[17,4£7,0] | [20,7 +8,8]

N: NOmero de sujetos; D.E: Desviacion Estdndar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal; V/S: Versus;
p value <0,05: Significativo; *1/*1: Genotipo Wild Type para CYP2C9; *1/*3: Genotipo Heterocigoto para
CYP2C9; *3/*3: Genotipo Mutado para CYP2C9; G/G: Genotipo Wild Type para VKORCL1; G/A: Genotipo
Heterocigoto para VKORCL; A/A: Genotipo Mutado para VKORC1. H: Hombre; M: Mujer.

Escuela de Postgrado

Avda. Independencia 1027, Santiago, Chile. Tel: (56 2) 29789588, danielavinals@med.uchile.cl.
http://www.medicina.uchile.cl/postgrado



Genotipos N p value
VKORCL (rs7294) + CYP4F2 + Sexo [DTS £ D.E]

M+ C/C+T/T vs M+ C/C+C/C 6 46 0,646
[11,3+£8,6] | [12,0+7,3]

M+ C/C+T/T vs M+C/C+CIT 6 21 0,571
[11,3+8,6] | [12,8+8,2]

M+ C/C+T/T vs M+ C/T +C/C 6 33 0,469
[11,3+£8,6] | [12,0+3,9]

M+ C/C+T/T vs H+C/C+C/C 6 43 0,331
[11,3+8,6] | [13,5+7,6]

M+C/C+T/T vs H+C/IC+TIT 6 7 0,342
[11,3+8,6] | [16,5+ 14,2]

M+C/IC+T/T vs M+T/T+T/T 6 2 0,384
[11,3+8,6] | [15,0+09,9]

M+C/IC+T/T vs M+C/T+TI/T 6 2 0,360
[11,3+8,6] | [13,5+0,7]

M+C/IC+T/T vs M+T/T+CIT 6 3 0,287
[11,3+8,6] | [15,0+9,5]

M+C/IC+T/T vs M+C/T+CIT 6 20 0,058
[11,3+8,6] | [151+4,9]

M+C/IC+T/T vs H+C/IT+T/T 6 2 0,048
[11,3+8,6] | [145+22]

M+ C/IC+T/T vs M+ T/T+C/C 6 11 0,072
[11,3+8,6] | [15,8+5,9]

M+C/IC+T/T vs H+C/IT+T/T 6 2 0,260
[11,3+8,6] | [145+2,2]

M+ C/IC+T/T vs H+T/T +C/C 6 10 0,057
[11,3+8,6] | [17,1+£9,2]

M+ C/IC+T/T vs H+C/T +C/C 6 41 0,019
[11,3+8,6] | [16,1+5,0]

M+ C/IC+T/T vs H+C/T+C/T 6 26 0,014
[11,3+86] | [17,5+71]

M+C/C+T/T vs H+T/IT+CIT 6 6 0,006
[11,3+8,6] | [22,4+9,5]

M+ C/C+C/C vs M+ C/C+CIT 46 21 0,813
[12,0£7,3] | [12,8+8,2]

M+ C/C+C/C vs M+ C/T+C/C 46 33 0,594
[12,0£7,3] | [12,0+3,9]

M+ C/C+C/C vs H+C/C+C/C 46 43 0,291
[12,0£7,3] | [13,5+7,6]

M+ C/C+C/C vs H+C/IC+T/T 46 7 0,418
[12,0+7,3] | [16,5+14,2]

M+C/IC+C/IC vs M+T/T+TI/T 46 2 0,479
[12,0+7,3] | [15,0+9,9]

M+ C/IC+C/IC vs M+CIT+TIT 46 2 0,448
[12,0+7,3] | [13,5+0,7]

M+ C/IC+C/C vs M+ T/T+CIT 46 3 0,353
[12,0+7,3] | [15,0+9,5]

M+ C/C+C/C vs M+ CIT+CIT 46 20 0,011
[12,0+7,3] | [151+4,9]

M+ C/IC+C/C vs H+CIT+TIT 46 2 0,005
[12,0+7,3] | [145+2,2]

M+ C/IC+C/C vs M+ T/T+C/C 46 11 0,034
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[12,0+7,3] | [15,8+5,9]

M+ C/C+C/C vs H+CIT+T/T 46 2 0,319
[12,0£7,3] | [145+2,2]

M+ C/C+C/C vs H+T/T +C/C 46 10 0,025
[12,0£7,3] | [17,1+£9,2]

M+ C/C+C/C vs H+ C/T +C/C 46 41 <0,0001
[12,0+£7,3] | [16,1+5,0]

M+ C/C+C/C vs H+C/T+CIT 46 26 <0,0001
[12,0£7,3] | [17,5+71]

M+ C/IC+C/C vs H+T/T +CIT 46 6 0,002
[12,0£7,3] | [22,4+9,5]

M+ C/C+C/T vs M+ C/T+C/C 21 33 0,832
[12,8 £8,2] | [12,0+3,9]

M+ C/C+C/T vs H+ C/C +C/C 21 43 0,544
[12,8 £8,2] | [13,5+7,6]

M+ C/IC+C/T vs H+C/IC+TIT 21 7 0,542
[12,8 £8,2] | [16,5+ 14,2]

M+C/IC+CIT vs M+T/T+TIT 21 2 0,544
[12,8 £8,2] | [15,0+9,9]

M+C/C+CIT vs M+C/T+TIT 21 2 0,511
[12,8+£8,2] | [13,5+0,7]

M+ C/C+CIT vs M+T/T+CIT 21 3 0,426
[12,8 £8,2] | [15,0+9,5]

M+ C/C+CIT vs M+CI/T+CIT 21 20 0,048
[12,8 £8,2] | [15,1+4,9]

M+C/IC+C/T vs H+C/T+T/T 21 2 0,032
[12,8+£8,2] | [145+2,2]

M+ C/C+C/T vs M+ T/T +CIC 21 11 0,080
[12,8 £8,2] | [15,8 +5,9]

M+C/IC+C/T vs H+C/T+T/T 21 2 0,375
[12,8 +8,2] | [145+2,2]

M+ C/IC+C/T vs H+T/T +C/C 21 10 0,061
[12,8+8,2] | [17,1+9,2]

M+ C/IC+C/T vs H+C/T +C/C 21 41 0,005
[12,8 £8,2] | [16,1+5,0]

M+ C/IC+C/T vs H+C/T+CIT 21 26 0,004
[12,8+8,2] | [17,5+71]

M+C/IC+C/T vs H+T/T+C/T 21 6 0,005
[12,8 £8,2] | [22,4 +9,5]

M+ C/T+C/C vs H+ C/C+C/C 33 43 0,659
[12,0£3,9] | [13,5+7,6]

M+C/T+C/C vs H+C/IC+TIT 33 7 0,619
[12,0 £3,9] | [16,5 £ 14,2]

M+C/T+C/IC vs M+T/IT+T/T 33 2 0,593
[12,0£3,9] | [15,0+9,9]

M+C/T+C/IC vs M+CIT+TIT 33 2 0,558
[12,0£3,9] | [13,5+0,7]

M+C/T+C/C vs M+T/T+CIT 33 3 0,473
[12,0 £3,9] | [15,0+9,5]

M+C/T+C/IC vs M+CIT+CIT 33 20 0,048
[12,0+3,9] | [15,1+4,9]

M+C/T+C/IC vs H+C/IT+T/T 33 2 0,029
[12,0+3,9] | [145+2,2]

M+ C/T+C/C vs M+ T/T+C/C 33 11 0,089
[12,0+3,9] | [15,8+5,9]
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M+C/T+C/IC vs H+C/IT+TIT 33 2 0,412
[12,0£3,9] | [14,5+2,2]
M+ C/T+C/C vs H+T/T +C/C 33 10 0,067
[12,0£3,9] | [17,1+£9,2]
M+ C/T+C/C vs H+C/T +C/C 33 41 0,003
[12,0+3,9] | [16,1+5,0]
M+ C/T+C/C vs H+CIT +CIT 33 26 0,003
[120+39] | [17,56+7,1]
M+C/T+C/IC vs H+T/T+CIT 33 6 0,005
[12,0+3,9] | [22,4+9,5]
H+C/IC+C/C vs H+C/IC+TIT 43 7 0,797
[13,5+7,6] | [16,5+ 14,2]
H+C/IC+C/IC vs M+ T/T+TIT 43 2 0,691
[135+7,6] | [150+9,9]
H+C/IC+C/IC vs M+CIT+TIT 43 2 0,654
[135+7,6] | [13,50,7]
H+C/IC+C/C vs M+ T/T+CIT 43 3 0,580
[13,5+7,6] | [15,0+9,5]
H+C/IC+C/C vs M+C/T+CIT 43 20 0,091
[135+7,6] | [151+4,9]
H+C/IC+C/C vs H+CIT+T/T 43 2 0,059
[135+£7,6] | [145+272]
H+C/IC+C/C vs M+ T/T+C/C 43 11 0,148
[135+7,6] | [15,8+5,9]
H+C/IC+C/C vs H+C/T+T/T 43 2 0,494
[135+£7,6] | [145+22]
H+C/C+C/C vs H+T/T +C/C 43 10 0,112
[135+7,6] | [17,1+9,2]
H+ C/C+C/C vs H+C/T +C/C 43 41 0,006
[135+7,6] | [16,1+5,0]
H+C/IC+C/C vs H+CIT +CIT 43 26 0,005
[135+7,6] | [17,5+71]
H+C/IC+C/C vs H+T/T+CIT 43 6 0,008
[135+7,6] | [22,4+9,5]
H+C/IC+T/T vs M+T/T+TIT 7 2 0,820
[16,5+ 14,2] | [15,0£9,9]
H+C/IC+T/T vs M+CIT+TIT 7 2 0,784
[16,5+14,2] | [13,5%0,7]
H+C/IC+T/IT vs M+T/T+CIT 7 3 0,744
[16,5+14,2] | [15,0+9,5]
H+C/IC+TIT vs M+C/T+CIT 7 20 0,422
[16,5+14,2] | [15,1+4,9]
H+C/IC+T/T vs H+C/IT+T/T 7 2 0,387
[16,5+14,2] | [14,5+2,2]
H+C/IC+T/T vs M+ T/T +C/C 7 11 0,427
[16,5+14,2] | [15,8+5,9]
H+C/IC+T/T vs H+C/IT+T/T 7 2 0,626
[16,5+14,2] | [14,5+2,2]
H+C/IC+T/T vs H+T/T+C/C 7 10 0,357
[16,5+14,2] | [17,1+9,2]
H+C/IC+T/T vs H+C/T +C/C 7 41 0,227
[16,5+14,2] | [16,1+5,0]
H+C/IC+T/T vs H+C/T+CI/T 7 26 0,169
[16,5+14,2] | [17,5+7,1]
H+C/IC+T/T vs H+T/T+CIT 7 6 0,060
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[16,5+14,2] | [22,4£9,5]
M+T/T+T/T vs M+CIT+TIT 2 2 0,970
[15,0£9,9] | [13,5+0,7]
M+T/IT+T/T vs M+T/IT+C/T 2 3 0,963
[15,0£9,9] | [15,0+9,5]
M+T/T+T/T vs M+C/T+CIT 2 20 0,819
[15,0£9,9] | [15,1+4,9]
M+T/IT+T/T vs H+C/T+T/T 2 2 0,799
[15,0£9,9] | [14,5+2,2]
M+T/T+T/T vs M+ T/T +C/C 2 11 0,793
[15,0£9,9] | [15,8+5,9]
M+T/T+T/T vs H+CIT+T/T 2 2 0,835
[15,0£9,9] | [145+22]
M+T/T+T/T vs H+T/T+C/C 2 10 0,726
[15,0£9,9] | [17,1+£9,2]
M+ T/T+T/T vs H+C/T +C/C 2 41 0,668
[15,0+£9,9] | [16,1+5,0]
M+T/IT+T/T vs H+C/T+CIT 2 26 0,583
[15,0£9,9] | [175+7,1]
M+T/IT+T/T vs H+T/T+C/T 2 6 0,289
[15,0£9,9] | [22,4+9,5]
M+C/T+TIT vs M+T/T+CIT 2 3 0,995
[13,5+£0,7] | [15,0+9,5]
M+C/T+T/T vs M+CI/T+CIT 2 20 0,858
[135+0,7] | [151+49]
M+C/IT+T/T vs H+CIT+TI/T 2 2 0,838
[135+£0,7] | [145+22]
M+C/T+T/T vs M+T/T+C/C 2 11 0,830
[13,5+0,7] | [15,8+5,9]
M+C/T+T/T vs H+C/T+T/T 2 2 0,864
[13,5+0,7] | [145+2,2]
M+C/T+T/T vs H+T/T +C/C 2 10 0,763
[13,5+0,7] | [17,1+9,2]
M+C/T+T/T vs H+CI/T +C/C 2 41 0,705
[13,5+0,7] | [16,1+5,0]
M+C/T+T/T vs H+C/T+CIT 2 26 0,618
[13,5+0,7] | [175+71]
M+C/T+T/T vs H+T/T+CIT 2 6 0,310
[13,5+0,7] | [22,4+9,5]

N: Nimero de

sujetos; D.E: Desviacién Estandar; DTS: Dosis Terapéutica Semanal;
p value <0,05: Significativo; C/C: Genotipo Wild Type para CYP4F2 y VKORC1; C/T: Genotipo Heterocigoto
para CYP4F2 y VKORC1; T/T: Genotipo Mutado para CYP4F2 y VKORCL1. H: Hombre; M: Mujer.
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V/S: Versus;



