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RESUMEN

Introduccion: La warfarina es un anticoagulante cuya eficacia depende de alcanzar y
mantener un INR (International Normalised Ratio) en rangos terapéutico. Hasta el 60%
de variabilidad dosis-respuesta interindividual puede ser explicada por farmacogenes, al
respecto no existen estudios en el PerQ. Se estudio el efecto del gen CYP4F2 en la dosis
de warfarina en pacientes peruanos. Material y Métodos: Se realizd un estudio
observacional descriptivo y ambispectivo, con pacientes atendidos en el Servicio de
Hematologia del Hospital Grau ESSALUD, Lima Peru, seleccionados por muestreo no
probabilistico por conveniencia. Los criterios inclusion fueron pacientes anticoagulados
por més de tres meses y con dosis estables de warfarina (misma dosis por al menos tres
atenciones en consultorio externo y con un INR en rangos terapéuticos de 2,5-3,5). Se
realizé andlisis del gen CYP4F2, rs2108622 variante (C>T), tomando muestra de ADN
de sangre periférica. Resultados: Ingresaron al estudio 70 pacientes con media de edad
69,6 * 13,4, de sexo masculino 38 (54,39%) y femenino 32 (45,7%). La media de dosis
de warfarina fue de 31,6 * 15,2 mg/semana. La frecuencia genotipica del gen CYP4F2 fue
55 (78%), 13 (19%) y 2 (3%) de CC, CT, TT, respectivamente. No se encontrd desviacion
del equilibrio de Hardy-Weinberg en las variantes estudiadas (p=0.56). La media de
dosis/semana de Warfarina de los genotipos CC, CT, TT fue de 30,34 11,98, 36,4 £25,6
y 36,25 *1,8 mg/semana, respectivamente (p=0,397). Conclusion: En conclusion,
aparentemente los genotipos del gen CYP4F2 no tiene efecto significativo sobre la dosis
de Warfarina.

Palabras claves: Warfarina, farmacogenética, CYP4F2, anticoagulacién, indice

internacional normalizado (Fuente: DeCS-BIREME).
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ABSTRACT

Introduction: Warfarin is an anticoagulant whose efficacy depends on reaching and
maintaining an INR (International Normalized Ratio) within therapeutic ranges. Up to
60% of interindividual dose-response variability can be explained by pharmacogenes, in
this regard there are no studies in Peru. We studied the effect of the CYP4F2 gene on the
dose of warfarin in Peruvian patients.

Material and Methods: A descriptive and ambispective observational study was carried
out with patients seen in the Grau ESSALUD Hospital Hematology Service, Lima, Peru,
selected by non-probabilistic convenience sampling. The inclusion criteria were patients
anticoagulated for more than three months and with stable doses of warfarin (same dose
for at least three outpatient visits and with an INR in therapeutic ranges of 2.5-3.5).
Analysis of the CYP4F2 gene was performed by taking a DNA sample from peripheral
blood. Results: 70 patients with a mean age of 69.6 ~13.4, male 38 (54.39%) and female
32 (45.7%) entered the study. The mean dose of warfarin was 31.6 = 15.2 mg/week. The
genotypic frequency of the CYP4F2 gene, rs2108622 variant (C>T) was 55 (78%), 13
(19%) and 2 (3%) of CC, CT, TT, respectively. No deviation from the Hardy-Weinberg
equilibrium was found in the variants studied (p=0.56). Mean warfarin doses/week of the
CC, CT, TT genotypes were 30.34 = 11.98; 36.4 = 25.6 and 36.25 = 1.8 mg/week,
respectively (p=0.397). Conclusion: In conclusion, it appears that CYP4F2 gene
genotypes do not have a significant effect on warfarin dose.

Keywords: Warfarin, pharmacogenetics, CYP4F2, anticoagulation, international

normalized ratio
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INTRODUCCION

La warfarina es uno de los cumarinicos de accién anticoagulante méas frecuentemente
prescrito para la prevencion primaria y secundaria de trastornos tromboembolicos. Los
nuevos anticoagulantes orales (NACO: dabigatran, rivaroxaban, apixaban), no han
desplazado a la warfarinal?, especialmente en pacientes portadores de valvula mecanica

y pacientes con sindrome antifosfolipidico®, donde la warfarina sigue siendo de eleccion.

La warfarina es un antagonista de la enzima vitamina K-epdxido-reductasa, y esta enzima
es codificada por el gen VKORC1(Vitamin K epoxide reductase complex 1). Por lo tanto,
la warfarina disminuye la actividad de los factores de coagulacién dependiente de la
vitamina K (I, VII, IX y X). La warfarina es metabolizada principalmente por el
citocromo P450 2C9 isoenzima (CYP2C9) a nivel hepatico y tiene un terapéutico estrecho
y una gran variabilidad interindividual, pudiendo variar la dosis entre 1y 20 mg/dia * para
obtener un efecto anticoagulante adecuado. El efecto anticoagulante se mide con el INR
(International Normalised Ratio) y el rango terapéutico usual es entre 2,0 y 3,5, por
encima de estos niveles (INR > 3,5) se incrementa el riesgo de hemorragia, por el
contrario, y por debajo (INR <2) de ello, aumenta el riesgo de eventos tromboembdlicos
4, El estrecho margen terapéutico de la Warfarina, hace que sus reacciones adversas sean
relativamente frecuentes; este cumarinico forma parte de medicamentos asociados hasta
del 10% de todas las reacciones adversas gque son causantes de hospitalizaciones,

especialmente en personas mayores de 65 afios®.

La gran variacion interindividual en el requerimiento de dosis de warfarina, ha sido
asociada a factores clinicos, demograficos, ambientales (edad, sexo, indice de masa
corporal, la ingesta diaria de vitamina K, comorbilidades, la interaccion farmacoldgica y
tabaquismo); por otro lado, se ha descrito que los factores genéticos podrian representar
hasta el 60% de la variabilidad 6. Se han publicado varios estudios meta-analiticos sobre
la relacion entre determinados genotipos y su influencia en la dosis de warfarina en
paciente anticoagulados, existe un consenso en que los farmacogenes CYP2C9, VKORC1
y CYP4F2 influyen significativamente en la dosis de warfarina requerida por los
pacientes, aunque el grado difiere segun el tipo de farmacogen y las poblaciones
estudiadas . EI gen CYP4F2 codifica la enzima CYP4F2 (citocromo P450 4F2), que es
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responsable de la metabolizacion primaria de la vitamina K a nivel hepético. El
mecanismo de accién de la warfarina consiste en bloquear el ciclo redox de la vitamina
K para disminuir la concentracion de la vitamina K en su forma reducida, que es un
coactivador de varios factores de la coagulacion’. El efecto del gen CYP4F2 sobre la dosis
de warfarina, ha sido extensamente estudiada en el mundo, se ha encontrado que los
portadores de los genotipos CT y TT requirieron dosis de warfarina un 9y un 20% mas
altas en comparacion con los portadores del genotipo CC, respectivamente &; sin embargo,
en América Latina solo hay tres estudios que proceden de Brasil 1. No se ha realizado,

hasta el momento ningln estudio sobre el tema en el Perd.

El presente estudio tiene el objetivo de estudiar el efecto del gen CYP4F2, rs2108622

variante (C>T), en la dosis de Warfarina en pacientes peruanos.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio y ambito del estudio: se realizd un estudio observacional descriptivo y
ambispectivo (retrospectivo-prospectivo). Ingresaron al estudio 70 pacientes atendidos en
el consultorio externo del Servicio de Hematologia del Hospital Grau ESSALUD, Lima
Per(, de octubre 2019 a febrero 2022, seleccionados por muestreo no probabilistico por
conveniencia.

Poblacion de estudio y criterios de seleccion

Los criterios inclusién fueron pacientes anticoagulados por mas de tres meses y con dosis
estables de warfarina (misma dosis por al menos tres atenciones en consultorio externo y
con un INR en rangos terapéuticos de 2,5-3,5). Los criterios de exclusion fueron
diagndstico de cirrosis hepética, neoplasias malignas, hospitalizacion dentro de las cuatro
semanas, enfermedades febriles o diarreas dos semanas previas a la evaluacién e INR>3.5

antes de iniciar warfarina.

Procedimiento y Genotipificacion

Luego del llenado del llenado del cuestionario y consentimiento informado, se tomé
muestra de sangre venosa en tubos con anticoagulante EDTA en un volumen aproximado
de 3 ml. Las muestras obtenidas fueron codificadas en el Centro de Investigacion de
Geneética y Biologia Molecular (CIGBM) de la Facultad de Medicina de la Universidad
de San Martin de Porres en Lima, PerQ. Se realizé la extraccion de ADN usando la técnica
de Miller modificada ‘2. Realizada la extraccion, se revis6 la calidad (geles de agarosa
al 1%) y la concentracion de ADN usando Nanodrop Lite (Thermo Scientific). Una vez
que se obtuvo y se asegurd la calidad de las muestras, se realiz6 la amplificacion por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de cada muestra, usando cebadores especificos
que flanquean las regiones polimorficas del gen CYP4F2, rs2108622 variante (C>T).
Estos cebadores fueron mandados a sintetizar basandose lo reportado por Cen et al.1® y
Li et al. 1*. La técnica de PCR se llevé a cabo en un volumen de 25 ul por muestra. Este
volumen contenia 50 ng de ADN, 10uM de cada iniciador, 1,5 mM de MgCI2 por
reaccion, mezcla de dNTPs (10mM) y 1 U de Taq polimerasa en 10X buffer. Cada
reaccion de PCR se hizo bajo las condiciones de temperatura de alineamiento y nimero
de ciclos correspondiente. Los productos de amplificacion de cada fragmento y de cada

paciente, se sometieron a una mezcla con la enzima de restriccion correspondiente a cada
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polimorfismo y se incubaron por 3-18 horas a 37°C. Posteriormente, se realiz6 corridas
de geles de agarosa al 2%, para diferenciar los genotipos de cada individuo,
caracterizando de esa manera, las variantes presentes para el gen CYP4F2.

Variables de estudio

Las variables estudiadas fueron la edad, sexo, indice de Masa Corporal (IMC),
Comorbilidades, indice de Charlson 5, medicamentos concomitantes, Indicacion de
Warfarina, dosis diaria y semanal de Warfarina y los genotipos del gen CYP4F2.
Anélisis estadistico

Se analizaron las variables en frecuencias usando porcentajes, media, mediana y rango.
Se realiz6 el ANOVA (Analisis de la varianza), prueba paramétrica de desigualdad de
medias poblacionales de las dosis de warfarina en mg/semana, requeridas de acuerdo al
genotipo CYP4F2 (CC, CT, TT), considerandose significativa si p<0,05. Se evalud la

desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en las variantes estudiadas.

Aspectos éticos y administrativos

Todos los pacientes que ingresaron al estudio previamente firmaron por escrito el
consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el comité de ética en investigacion
del Hospital Almenara, Lima Peru (carta N°1706-GRPA-ESSALUD-2019). Se cumplio
con la confidencialidad de la informacién de los participantes en los estudios, en lo
referente a la historia clinica; de igual manera la informacién obtenida se mantuvo y se
mantendré confidencial, al igual que la historia clinica del paciente. El disefio del estudio

no excluyo paciente por género ni grupo étnico.
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RESULTADOS

Ingresaron al estudio 70 pacientes usuarios de warfarina, con media de edad 69,6 * 13,4,
de sexo masculino 38 (54,3%) y femenino 32 (45,7%) (Ver tabla 1). La media
dosis/semana de warfarina fue 31,6 * 15,2 mg/semana. La media del indice de Charlson
fue de 3,5* 1.6. Las indicaciones mas frecuentes de Warfarina fueron fibrilacion auricular
(50%), protesis mecénica ((35,7%) y trombosis venosa profunda o embolia pulmonar
(14,3%). La comorbilidades mas frecuentes fueron Hipertension arterial (70%), falla
cardiaca ((28,6%) vy dislipidemia (20%) . Los farmacos mas frecuentes prescritos
conjuntamente con warfarina fueron betabloqueadores ((57,1%), antagonistas de la
angiotensina Il (ARA2) (50%), estatinas (40%), inhibidores de la enzima convertasa de
angiotensina (IECA) (17,1%) y tiazidas (15,7%) (ver tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes

Caracteristicas Valores
Edad (media edad y desviacién estandar) 69,6 * 13,40
Sexo

Masculino n (%) 38 (54,3%)
femenino n (%) 32 (45,7%)
indice de Masa Corporal (IMC) 27,2 (5,4)
Comorbilidades

Hipertension arterial 49(70%
Falla cardiaca 20 (28,6%)
Dislipidemia 14 (20%)
Diabetes Mellitus tipo 2 12 (17%)
Desorden cerebrovascular 10 (14,29%)
Hipotiroidismo 6 (8,57%)
indice de Charlson (Media y desviacion estandar) 3,5+1,60

Medicamentos

Betabloqueadores n (%)

Antagonistas de la angiotensina Il (ARA2) n (%)

Estatinas n (%)

Inhibidores de la enzima convertasa de angiotensina (IECA)n

(%)

Tiazidas n (%)
Metformina
espironolactona
Digoxina n (%)
Levotiroxina

Acido Acetilsalicilico
Amiodarona n (%)
Inhibidores de la bomba de protones n (%)
Paracetamol n(%)
Indicacion de warfarina

Protesis mecanica n (%)

40 (57,14%)
35 (50%)
28 (40%)

12 (17,1%)
11 (15,71%)
10 (14.29%)
9 (12,86%)
9 (12,.86%)
7 (10%)
4 (5,71%)
3 (4,29%)
2 (2,86%)
1(1,43%

25 (35,7%)
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Fibrilacion auricular n (%) 35 (50%)
Trombosis venosa profunda/Embolia pulmonar n (%) 10 (14,3%)
Dosis diaria warfarina mg/dia (Media y desviacion estandar) 5,1* 3,50)
Dosis/semana de Warfarina mg/semana. (Media y desviacion 31,6 15,20
estandar)

La frecuencia genotipica del gen CYP4F2, rs2108622 variante (C>T), fue 55
(78%), 13 (19%) y 2 (3%) de CC, CT, TT, respectivamente. No se encontrd desviacion
del equilibrio de Hardy-Weinberg en las variantes estudiadas (p=0,56). La media de
dosis/semana de Warfarina de los genotipos CC, CT, TT fue de 30,34 +11,98, 36.4 +25,6
y 36,25 *1.8 mg/semana, respectivamente (p=0,397). Ver Tabla 2.
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Tabla 2. Relacion entre genotipos del gen CYP4F2, rs2108622 variante (C>T), y media

de dosis/semanal de warfarina

% Dosis mg/semana p
Genotipo n (Desviacion estandar)
CYP4F2 (1347C>T)
CC 55 78,57% 30,34+11,88
CT 13 18,57% 36,42 +25,58
TT 2 2,86% 36,25 1,77 0,397*

* ANOVA (Analisis de la varianza), prueba paramétrica de desigualdad de medias

poblacionales
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DISCUSION

El presente estudio es el primero en el Peru sobre la farmacogenética del gen CYP4F2,
rs2108622 variante (C>T), y su efecto sobre la dosis de Warfarina, donde no se encontro
diferencia significativa de los genotipos CC, CT y TT. Otro hallazgo importante, es que

por primera vez ser reporta la frecuencia genotipica del gen CYP4F2 en peruanos.

En relacion con el gen CYP4F2 nuestro estudio no encontrd diferencia significativa de
dosis media de warfarina/semana entre los genotipos CC, CT Y TT. Suny col en un
estudio metanalitico que incluyé 22 estudios (no se incluy6 ninguin estudio de América
Latina), encontré que en comparacion con el genotipo CC de CYP4F2, los portadores de
los genotipos CT y TT requirieron una dosis de warfarina 9 y 20 % mas alta,
respectivamente®. Otro estudio metanalitico reciente encontré que los pacientes con
genotipo CYP4F2rs2108622 TT, requirieron mas de un 10 % mas de la dosis diaria media
de warfarina en la poblacién china Han ¢ . Nuestros hallazgos son compatibles con los
Unicos tres estudios realizados en América Latina, los cuales fueron en hechos en Brasil,
donde tampoco encontraron diferencia significativa de los genotipos CC, CT, TT del gen

CYP4F2 sobre la dosis de warfarina ®11,

Otro hallazgo importante es que, por primera vez en el Per(, se reporta la frecuencia del
polimorfismo del farmacogen CYP4F2. La frecuencia genotipica del gen CYP4F2
encontrada fue de 78%, 19% y 3% de CC, CT y TT, respectivamente. La frecuencia de
polimorfismo CC es una de las mas altas reportada hasta la actualidad (78%), que supera
a la encontrada en Singapur '’ y el cual fue de 70%, y esta cerca de la reportada en

afroamericanos (84%) *'.

El presente estudio tienes algunas limitaciones. Primero, el numero de pacientes es
relativamente bajo, y potencialmente puede explicar los hallazgos negativos de la relacion
de la dosis de warfaina CYP4F2; por lo tanto, se requiere estudios con mayor numero de
pacientes no solamente investigando estos genes candidatos, sino también con estudios
de genoma completo. Segundo, potencialmente el uso de farmacos concomitantes podria
alterar los resultados por el fendbmeno de seroconversion, es decir, la interaccion

farmacoldgica entre warfarina y otros farmacos que pueden alterar su metabolismo a nivel
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hepatico y afectar la dosis para Ilegar a un INR ideal. Sin embargo, la posibilidad de

seroconversion, parece alejada puesto que los medicamentos causantes de este fendmeno

no fueron utilizados en los pacientes estudiados, entre las cuales estan el lanzoprazol y la

interaccién farmaco-gen, pero con otros farmacogenes diferentes (Vgr. CYP2C19) %8; y

solo el 4,3% de paciente estaban con amiodarona (inhibidor del CYP2C9)°.

En conclusion, el estudio sobre la farmacogenetica de la warfarina, con el gen CYP4F2,

no encontré efecto significativo de los polimorfismos de este gen con la dosis de

warfarina, hallazgos que coinciden con estudios realizados en América Latina. Se

requiere mas estudios con mayor ndmero de para confirmar estos hallazgos.
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