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RESUMEN

El indice internacional normalizado (INR), biomarcador empleado en la monitorizacion
de medicamentos anticoagulantes, esta modificado por diferentes factores que
dificultan el ajuste de dosis. En el presente estudio se evalu6 el grado de asociacion
entre dichos factores y el INR por medio de un modelo de regresion lineal multivariada
empleando los datos obtenidos de los pacientes incluidos en el estudio (64% mujeres),
con rango de edad entre 33 a 72 afios con diagndstico de remplazo valvular (mitral y
aortico) y fibrilaciéon auricular que se encontraban en tratamiento con el medicamento
anticoagulante. EI modelo de mejor ajuste logro explicar hasta el 70% de la variabilidad
del INR (R? ajustada = 0.757 (p<0.001) e incluy6 como covariables a la edad, las
comorbilidades y las concentraciones plasméaticas del medicamento anticoagulante y

su metabolito.

PALABRAS CLAVE: Medicamento anticoagulante, indice Normalizado Internacional
(INR), HPLC/UV-Vis, polimorfismo genético, VKORC1, vitamina K, interacciones

farmacoldgicas.
ABSTRACT

The international normalized ratio (INR), a biomarker used in anticoagulant drug
monitoring, is modified by different factors making dose adjustment difficult. In the
present study, the degree of association between these factors and the INR was
evaluated by means of a multivariate linear regression model using the data obtained
from all the patients included in the study (64% women), with an age range between
33 and 72 years with a diagnosis of valve replacement (mitral and aortic) and atrial
fibrillation who were being treated with the anticoagulant drug. The best-fit model was
able to explain up to 70% of the INR variability (adjusted R2 = 0.757 (p<0.001) and
included age, comorbidities, and plasma concentrations of the anticoagulant drug and

its metabolite as covariates.

KEY WORDS: Anticoagulant drug, International Normalized Ratio (INR), HPLC/UV-

Vis, genetic polymorphism, VKORC1, vitamin K, drug interactions.
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1. Introduccidn
La enfermedad cardiovascular (ECV) es la primera causa de muerte en la poblacion
mexicana, representado el 20% de los decesos anuales (1). La terapia anticoagulante
se ha mantenido como una de las principales alternativas farmacoldgicas en el manejo
profilactico de esta patologia. Se ha mejorado el prondstico de los pacientes, en el cual
el medicamento anticoagulante se ubica como uno de los principales medicamentos
gue cumplen esta funcién (2). La optimizaciéon de la terapia farmacolégica con el
medicamento anticoagulante involucra un gran reto clinico debido a la gran diversidad
de factores que modifican la respuesta al farmaco generando una gran variabilidad

interindividual.

Los pacientes anticoagulados son monitorizados de manera rutinaria empleando el
tiempo de protrombina (TP), expresado de manera estandarizada como indice
internacional normalizado (INR por sus siglas en inglés) (3), para el cual se establece
un intervalo entre 2 a 3.5 para pacientes con un buen control de la anticoagulacion.
Dicho intervalo puede modificarse basado en las caracteristicas clinicas individuales
de cada paciente. La presencia de factores como la edad, la dieta, las interacciones
farmacologicas, las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y su
metabolito hidroxilado no se consideran de manera habitual e integral en la practica
clinica; como consecuencia algunos individuos no responden adecuadamente al
tratamiento y se observan valores poco constantes del INR en este tipo de pacientes
(4,5).

El periodo de tiempo que trascurre mientras se efectia un adecuado ajuste de dosis
en el paciente, es prolongado, por lo que el paciente se encuentra fuera de rango
terapéutico y el riesgo de sufrir un evento trombotico o hemorragico esta latente. Dicho
lo anterior surge la necesidad de evaluar de manera integral la influencia que dichos
factores poseen sobre los valores del INR, permitiendo disefiar una estrategia que

permita ubicar y mantener al paciente dentro del rango terapéutico.



2. Antecedentes
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2019 reportd que las
enfermedades cardiovasculares que encabezan la lista de mortalidad a nivel mundial
son las cardiopatias isquémicas y los accidentes cerebrovasculares; sin embargo,
estos eventos son considerados complicaciones secundarias a otros trastornos
cardiovasculares entre los que se ubica la fibrilacion auricular (FA) y las enfermedades

valvulares (EV) debido a su gran tasa trombogénica (6).

2.1 Fibrilacion auricular.
La FA es la arritmia cardiaca més frecuente en el mundo, afecta a mas de 33 millones
de personas a nivel mundial, y su prevalencia en mayores de 40 afios es del 1%, tasa
gue se ve incrementada en edades mas avanzadas llegando hasta un 15% para los
mayores de 80 afos (7) donde la hipertension arterial sistémica (HAS) y la obesidad

son los principales factores que predisponen a la aparicion de la enfermedad (8).

La FA se caracteriza por una frecuencia cardiaca acelerada e irregular que impide la
correcta sincronizacion entre los compartimentos del corazén. El agente
desencadenante de la fibrilacion auricular se atribuye a anormalidades estructurales y
electrofisiolégicas que alteran el tejido auricular y promueven la formacion y
propagacion de un impulso anormal que se manifiesta en el incremento subito de la
frecuencia cardiaca y cuyo sostenimiento se debe a la propagacién del impuso

cardiaco por un mecanismo de reentrada que impide su cese.

El curso cronico de la enfermedad involucra dos principales complicaciones; la
formacion de coagulos sanguineos dentro de las cavidades cardiacas, el desarrollo de
insuficiencia cardiaca y afeccion a la funcionalidad de las valvulas, siendo estas las

principales causas a las que se le atribuye su alta morbi-mortalidad (9).



2.2 Enfermedades valvulares.
Las EV o también denominadas valvulopatias se caracterizan por una disfuncién de
las véalvulas cardiacas (tricuspide, mitral, pulmonar y aortica) que impiden el correcto
transito de la sangre a través de las diferentes cavidades del corazén. Su prevalencia
es del 1.8% en adultos, tasa que se ve incrementada hasta un 11% en los mayores de
75 afios, de la cuales la estenosis adrtica y la insuficiencia mitral son las mas
frecuentes (10,11).

Las EV se manifiestan a través de dos principales complicaciones, la “estenosis”
(estrechamiento del orificio valvular), que impide el paso de la sangre de una cavidad
a otra y la “insuficiencia valvular’ (incapacidad de cierre) que promueve el retorno de
la sangre a su caAmara de procedencia. Su etiologia es multifactorial y su desarrollo se
encuentra principalmente asociado a procesos inflamatorios e infecciosos (fiebre
reumatica/endocarditis), procesos isquémicos (sindrome coronario) y malformaciones

congénitas (11).

Durante estos eventos, las valvulas pueden sufrir modificaciones estructurales que
promueven su engrosamiento, rigidez, rotura, o calcificaciébn lo que origina la
disminucién del orificio valvular o la incapacidad para promover su cierre completo al
final de la contraccion. Es importante resaltar, que cuando la disfuncion valvular se
origina a nivel tricispide o mitral se induce una pérdida de la funcionalidad de las
auriculas provocando la aparicion de trastornos en el ritmo cardiaco cuya evolucion se
manifiesta en la aparicion de fibrilacion auricular valvular, siendo esta una causa

secundaria para el desarrollo de esta patologia (12).

2.3 Manejo clinico y terapéutico de las FA y las EV.
El manejo clinico de la FA'y EV pude abordarse desde diferentes alternativas basadas
en la fisiopatologia de la enfermedad. En el caso de la FA como primera estrategia se
encuentra recuperar y mantener el ritmo sinusal del corazén mediante cardioversion

eléctrica (7). Si esto no se logra, se acepta el trastorno del ritmo y se opta por el manejo

3



farmacologico, situacién que ocurre en la mayoria de los casos. El objetivo de la terapia
farmacologica es actuar sobre la frecuencia ventricular, induciendo su disminucién con
el empleo de farmacos beta bloqueadores y calcio antagonistas. Ademas, se puede

recuperar el ritmo cardiaco con el empleo de antiarritmicos y digitalicos.

Con respecto de la EV, hasta el momento no existe un tratamiento farmacoldgico que
permita revertir el dafio valvular. El manejo terapéutico de la enfermedad esta
enfocado en ralentizar la progresion y complicaciéon de la enfermedad, asi como
controlar los sintomas derivados. Como primer punto, se encuentra el control de la
presion arterial, haciendo uso de farmacos antihipertensivos (Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECAs) y beta bloqueadores) en concomitancia con
diuréticos en caso de que el paciente desarrolle edema. Otra alternativa viable para el
manejo de las valvulopatias es el tratamiento quirdrgico, a través del cual se opta por
remplazar las valvulas afectadas por proétesis biolégicas o mecanicas que permitan

mejorar y preservar la funcién cardiaca (10).

En ambos padecimientos una de las principales complicaciones que se suscitan es el
desarrollo y produccion de coagulos sanguineos. El origen tromboético en este tipo de
enfermedades se explica por las modificaciones que sufre el flujo de la sangre a través
de las diferentes cavidades del corazén. En la FA y las EV, la cantidad de sangre que
fluye de compartimento a compartimento se ve reducida, el flujo se torna turbulento y
mucho mas lento (principalmente en las auriculas), lo que causa un incremento en la
“estasis sanguinea”. Este fendbmeno es responsable del origen y formacién de
coagulos dentro de las cavidades cardiacas. Dichos coagulos poseen la capacidad de
viajar e inducir procesos tromboticos a diferentes niveles del organismo, siendo el
evento cerebro vascular (EVC), la complicacién més importante de esta enfermedad.
El riesgo relativo (RR) reportado es de 2 a 7 veces mayor, que el de los pacientes sin
este tipo de patologias cardiacas (13). Por ello el abordaje terapéutico debe ir
estrictamente acompafado de farmacos que permitan reducir eventos trombdéticos en

este tipo de pacientes.



2.4 Terapia anticoagulante.
La terapia anticoagulante es una de las principales alternativas terapéuticas de uso
actual para el manejo de la fibrilacion auricular y enfermedades valvulares. Su utilidad
clinica es prevenir la formacién de coagulos que induzcan un evento cerebrovascular
0 un evento trombdético. Existen una gran diversidad de medicamentos anticoagulantes
y se clasifican en dos categorias principales: los antagonistas de la vitamina K (AVK),
entre los que figuran la warfarina y acenocumarol, y los inhibidores directos del factor
X, como dabigatran y rivaroxaban. Estos ultimos son de uso relativamente nuevo, con
un costo mayor en el mercado y un indice de seguridad menor que los AVK (14) los
cuales son ampliamente prescritos en el territorio mexicano debido a su bajo costo y

gran accesibilidad para la terapia ambulatoria.

2.5 El medicamento anticoagulante.
Los AVK son medicamentos derivados de compuestos cumarinicos. Dentro de este
grupo, se ubica principalmente a el medicamento anticoagulante, cuyo mecanismo de
accion es inhibir a la epdxido reductasa (VKORC1), a través de un antagonismo

competitivo debido a la gran analogia estructural que presentan (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los AVK

(A) Analogia estructural “El medicamento anticoagulante vs Vitamina K”, (B) Ciclo de la vitamina K, regulacién de la y-glutamil-

carboxilasa.



La VKORCI1 es la encargada de regenerar a la vitamina K, la cual participa regulando
la actividad de la enzima carboxilasa, que a su vez es responsable de activar a los
factores de coagulacion I, VII, IX 'y X (Figura 2). La reduccion en la actividad de esta
enzima promueve la disminucion de factores carboxilados de un 30 a 40%. Lo anterior,
se ve reflejado en un incremento del tiempo de protrombina (PT), disminuyendo a su

vez, la actividad extrinseca de coagulacion en la sangre (15).
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2.5.1 Farmacocinética del medicamento anticoagulante.
El medicamento anticoagulante es un farmaco con vida media de eliminacion larga (36
a 42 h), volumen de distribucion pequefio (0.14 L/Kg), alta union a proteinas
plasmaticas (<97%) vy biodisponibilidad del 95% (16,17). ElI medicamento
anticoagulante posee un metabolismo mayoritariamente hepatico por el citocromo
p450, siendo la isoenzima CYP2C9, la principal responsable del sus reacciones de
hidroxilacion (15), lo que produce metabolitos que son mayoritariamente eliminados

por via renal.

El medicamento anticoagulante estd presente en forma de mezcla racémica, cada
isdmero R y S sufre su conversion a metabolitos hidroxilados en diferentes posiciones
de la molécula. EI metabolito que se produce en mayor proporcién es aquel que se
hidroxila en la posicion 7 y provienen del isémero S, mientras que el isémero R produce
un metabolito hidroxilado en la posicion 3 y 4. Los metabolitos generados son
mayoritariamente inactivos o0 poseen muy baja actividad anticoagulante y un
incremento o decremento en su concentracion se relaciona a modificaciones en el
metabolismo hepético del medicamento anticoagulante (18).

2.5.2 Variabilidad de la respuesta a el medicamento anticoagulante.
El medicamento anticoagulante se caracteriza por presentar una ventana terapéutica
muy estrecha respecto a los valores del INR. Valores inferiores a 2, suscitarian la
aparicion de un evento trombotico y valores superiores a 3.5, un evento hemorragico
(19). Ademas, la respuesta farmacolégica se encuentra modificada por una gran
diversidad de factores tales como edad, composicion corporal, dieta, interacciones
farmacologicas, comorbilidades, factores ambientales y genéticos. Este ultimo, debido
a la presencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), que se asocian
principalmente a la isoenzima responsable de su metabolismo, el CYP2C9 y a la
epoxido reductasa de la vitamina K (VKORC1) (20). En la tabla 1, se analizan todos
los factores involucrados en la respuesta a el medicamento anticoagulante y el nivel al

gue impactan.



Tabla 1. Factores involucrados en la variabilidad de la respuesta a el medicamento anticoagulante

Factores Efecto en larespuesta a el medicamento anticoagulante
La FA se manifiesta de manera prevalente en adultos mayores. La mayoria de los casos se suscitan en edades superiores a los
60 afios (9). Los adultos mayores cursan con un deterioro fisioldgico normal de las funciones hepaticas y renales. Dichos procesos
Edad y estan involucrados en el metabolismo y eliminaciéon de farmacos. El medicamento anticoagulante es mayoritariamente

comorbilidades

metabolizado por el higado, por lo cual, deficiencias a nivel hepatico podrian provocar un incremento en el tiempo de vida media
del farmaco. Adicionalmente las edades avanzadas se relacionan con un incremento en la aparicién de diferentes comorbilidades
gue promueven la polifarmacia en el paciente favoreciendo la aparicion de interacciones farmacoldgicas (21).

Composicién
corporal

La mayoria de los farmacos se dosifican principalmente tomando en cuenta el peso corporal del paciente, sin embargo, el
medicamento anticoagulante es un farmaco altamente unido a proteinas plasmaticas por lo que su distribucion se efectia
mayoritariamente a nivel vascular cuya presencia en tejidos principalmente el adiposo es practicamente nula (16). Modelos PK/PD
han evidenciado que considerar el peso corporal no es de utilidad para la optimizacién de la terapia con el medicamento
anticoagulante, sin embargo, el célculo de la masa libre de grasa se reporté como el mejor predictor para observar la influencia

de la composicion corporal sobre el aclaramiento y el volumen de distribucion (22).

Dieta

Un incremento en el consumo de alimentos ricos en vitamina K disminuyen el efecto anticoagulante del medicamento
anticoagulante. El consumo de este tipo de alimentos incrementa las concentraciones séricas de vitamina K compitiendo con el
medicamento anticoagulante impidiendo su actividad farmacoldgica (23,24). Por otro lado, una dieta baja en el consumo de
proteinas puede suscitar un decremento en las concentraciones plasmaticas de albumina incrementando la fraccion libre del
medicamento anticoagulante, la cual es responsable del efecto terapéutico. Al incrementarse la fraccion libre se incrementa el

riesgo de sufrir un evento hemorragico a causa de una sobredosificacion (25).

Interacciones

farmacoldgicas

Las interacciones farmacol6gicas causadas por un estado de polifarmacia en el paciente pueden modificar la respuesta a el
medicamento anticoagulante. A nivel farmacocinético se ubican aquellos medicamentos que inducen o inhiben el metabolismo
del medicamento anticoagulante (fluconazol, amiodarona, carbamazepina), y aquellos que pueden desplazar a el medicamento
anticoagulante de sus sitios de unién a albumina (acido acetilsalicilico) mientras que a nivel farmacodinamico aquellos farmacos
gue inhiben la sintesis de vitamina K (antibiéticos) y los que actdan a nivel de los factores de coagulacién induciendo metabolismo

(levotiroxina) o hemoconcentracion (clortalidona y espironolactona) (26).




Polimorfismo
CYP2C9

Se han identificado 2 variantes alélicas que contribuyen a la modificacion de la actividad metabdlica de la isoenzima CYP2C9. La
variante *2 y *3 cuya prevalencia en poblacién mexicana es del 1y 6%, respectivamente. Los genotipos *1/*2 y *1/*3 se asocian
a un metabolismo intermedio y los genotipos *2/*2, *2/*3 y *3/*3 a un metabolismo lento. En ambos casos existe un incremento
de la vida media del farmaco al verse reducida la tasa metabdlica que se refleja en un incremento de la actividad anticoagulante
si el esquema posoldgico no se modifica, sin embargo, su prevalencia en poblacién mexicana para el fenotipo de metabolizador

lento es de apenas el 1% (27).

Polimorfismo

El gen codificante para la enzima VKORC1, posee diferentes polimorfismos (SNP) que se encuentran en cercania del gen
promotor en la regién intrénica, lo que pude modificar la cantidad de ARNm que se expresay por ende la cantidad de enzima que
se produce. Se han identificado dos principales regiones asociadas a una disminucion en la expresion de ARNm. La posicion

1639 (G—A) y la posicion 1173 (C—T), en ambos casos la VKORC1 estara disminuida y el resto se encontrara inhibida por el

VKORC1 medicamento anticoagulante, incrementando asi el efecto anticoagulante si el régimen posolégico no se modifica. En poblacion
mexicana se ha reportado una frecuencia para la posicion 1639 del 47% para GA y del 20% para AA (27)
En el caso del alcohol, su consumo de forma aguda y en grandes cantidades se asocia a una inhibicién del metabolismo hepético
(28) y al desplazamiento del medicamento anticoagulante de su sitio de union a albumina (29,30), lo que podria implicar un
Factores incremento de la actividad anticoagulante. De manera crénica, el consumo de alcohol podria estar relacionado al desarrollo de

ambientales

cirrosis e insuficiencia hepética conduciendo a una disminucion en la produccion de los factores de coagulacion y de albumina
sérica donde la absorcion de la vitamina K (liposoluble) también se ve disminuida por el decremento en la produccion de sales
biliares (31). En el caso del tabaquismo, su consumo cronico se ha relacionado con un efecto de inductor enzimatico,

incrementando el aclaramiento del medicamento anticoagulante y por lo tanto un aumento en el requerimiento de dosis (32).




Por lo anterior, uno de los principales retos que se enfrentan durante la practica clinica,
es el establecimiento de una dosis adecuada e individualizada para cada paciente.
Durante el inicio del tratamiento con el medicamento anticoagulante las guias de
practica clinica, indican iniciar con una dosis estandarizada del medicamento
anticoagulante (usualmente de 5 mg/dia) (33) De manera rutinaria, no se consideran
factores individuales de los pacientes lo que suele provocar la aparicién de reacciones

adversas en las primeras semanas del tratamiento.

Se han reportado casos de pacientes que alcanzan valores de INR superiores a 3, en
pocos dias y de manera contraria, pacientes que tras un largo periodo de tiempo no
logran alcanzar el intervalo terapéutico, aun cuando la dosis se modifica (34). Durante
este periodo de tiempo, el paciente se encuentra fuera de rango terapéutico y el riesgo
de sufrir un evento trombdtico o hemorragico esta latente, razon por la cual surge la
necesidad de realizar una evaluacion mas exhaustiva de cada paciente en busca de

factores que orienten a un mejor abordaje clinico.

2.6 Monitorizacion de la terapia anticoagulante.
Los pacientes bajo tratamiento anticoagulante requieren de un seguimiento estricto
gue vigile la hemostasia y capacidad de coagulacion de la sangre. De manera usual,
las pruebas clinicas que las evalian se fundamentan en una reaccion in vitro que mide

el tiempo que tarda en formarse un coagulo a partir de una muestra sanguinea.

De manera rutinaria, se han reportado 5 principales parametros para evaluar la
capacidad de coagulacién de la sangre (35): el tiempo de sangrado, el tiempo de
trombina (TT), el tiempo de protrombina (TP), el tiempo parcial de tromboplastina

activado (TPT) y el INR, los cuales se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Pruebas de coagulacién

Prueba

Descripcion

Usos y aplicaciones

Tiempo de sangrado

Se determina el tiempo que tarda en

interrumpirse el sangrado tras una puncién

pequefa en la superficie de la piel.

Evalla de manera generalizada la capacidad del paciente para
regular el sangrado tras una ruptura de vasos sanguineos. Se
emplea principalmente para evaluar la funcion plaquetaria y el

seguimiento a patologias asociadas a su disminucion.

Tiempo de trombina
(Tm)

Tiempo que tarda la conversion de fibrinégeno a
fibrina por la actividad de la trombina para formar

un coagulo.

Evalla la via comin de la coagulacion en su Ultima etapa. Su uso es
requerido cuando lo niveles o la funcionalidad del fibrinégeno son

anormales.

Tiempo de
protrombina (TP)

Tiempo que tarda en formase el coagulo cuando
se induce la coagulacion en presencia del factor

tisular o tromboplastina y calcio.

Evalla la via extrinseca de la coagulacion. Sirve para evaluar el
estado de coagulacién en hepatopatias, deficiencia de vitamina k, y
en presencia de farmacos AVK.

Tiempo parcial de
tromboplastina
activado (TPT)

Tiempo requerido para la aparicion de fibrina tras
mezclar plasma con sustitutos de los fosfolipidos

plaguetarios.

Se utiliza para evaluar alteraciones a nivel de la via intrinseca y
comun de la coagulacion (deficiencia de factores XII, XI, IX'y VIII); es
de utilidad para monitorizar el tratamiento con heparina sédica y para
evaluar la presencia de anticoagulante lGpico y otras enfermedades

autoinmunes.

indice normalizado

internacional (INR)

Forma estandarizada de reportar TP. Resulta de
dividir el TP del paciente con respecto a un TP de
una persona sana y se eleva al valor del ISI
(indice de sensibilidad internacional de la
tromboplastina) que se obtiene del material de
referencia que se empled para calibrar el equipo

en el cual se efectu6 la medicion.

Evalla la via extrinseca de la coagulacién (deficiencia de factor VII
principalmente), deriva del TP como un parametro estandarizado que
disminuye la variabilidad durante el proceso de medicion entre
laboratorios al emplear diferentes equipos, materiales de calibraciéon
y reactivos. Este parametro es ampliamente usando para la

monitorizacion de la terapia anticoagulante con AVK.
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Si bien el TP evalla la via extrinseca de la coagulacién, su determinacién presenta
una gran variabilidad entre laboratorios debido al uso de diferentes equipos, reactivos
y calibradores. Por lo anterior, el INR se establece como el parametro que mejor
predice el estado de coagulacion del paciente, al disminuir esta variabilidad. Ambos
evallan la via extrinseca en donde participan principalmente los factores dependientes
de vitamina K, por lo cual el tratamiento con AVK debe ser monitorizado estrictamente

bajo este parametro (14).

2.6.1 indice internacional normalizado (INR).
En la préactica clinica actual, el INR es considerado el estandar de oro en la
optimizacién de este tipo de terapia. Las guias de préctica clinica vigentes establecen
como rango terapéutico los valores de 2 a 3 (36), en el cual valores inferiores a 2 (infra-
dosificacion) suponen un riesgo para evento trombotico y valores superiores a 3
(sobredosificacion) aumentan el riesgo de un evento hemorragico. Por esta razoén, el
medicamento anticoagulante es considerada un farmaco de estrecho margen
terapéutico (15) que requiere de un seguimiento muy estricto y gran cooperacion por

parte del paciente.

El INR surge como un pardmetro necesario para estandarizar la medicion del TP
disminuyendo la variabilidad de la determinacién entre laboratorios. Blasdale y cols. y
Rahmatini y cols., sugieren que el INR no es el predictor mas completo para evaluar el
grado de anticoagulacion en el paciente (37,38). Esto, debido a que se encuentra
modificado por una gran cantidad de factores que influyen en el TP y generan
interferencia con el medicamento anticoagulante a nivel farmacodindmico ya sea
potenciando la respuesta anticoagulante o disminuyéndola. Los principales factores
involucrados en la variabilidad del INR y que han sido previamente reportados son el
consumo de vitamina K, las interacciones farmacoldgicas, las concentraciones
plasmaticas del medicamento anticoagulante y el polimorfismo VKCOR1 1639 (G—A)
cuya prevalencia en poblacion mexicana es del 47% (GA) y 19% (AA) (27). Dichos
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factores tienen influencia a nivel del mecanismo de accion y poseen la capacidad de

modificar los valores del INR.

2.6.2 Monitorizacion terapéutica del medicamento anticoagulante.

Uno de los principales inconvenientes que se han reportado con respecto a la
monitorizacién del medicamento anticoagulante, es la baja correlacion que existe entre
las concentraciones plasmaticas y el INR (38—40). Por lo anterior, es complicado para
los profesionales del area de la salud, determinar el valor de INR Unicamente ajustando
la dosis, ya que se deben considerar los factores previamente descritos (factores
clinicos, ambientales y genéticos).

La determinacién de las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante
podria ser util para evaluar el grado de cumplimiento por parte del paciente o incluso
evidenciar cambios en la absorcion causados por la disminucién de la motilidad
intestinal, aumento del pH géstrico, disminucién del flujo esplénico y disminucion del
trasporte activo intestinal debido al deterioro fisiologico normal del adulto mayor. Por
otro lado, las concentraciones plasmaticas de metabolitos hidroxilados en sangre
podrian evidenciar de manera mas directa la capacidad metabdlica de cada individuo
sobre el medicamento anticoagulante y poder vigilar de manera mas estrecha el efecto
de las interacciones inductoras o inhibidoras del metabolismo, asi como el efecto de

comorbilidades que disminuyen la funcionalidad hepética (41,42).

2.7 Métodos analiticos para la cuantificacién del medicamento

anticoagulante.

Se han reportado una gran variedad de métodos analiticos por cromatografia de
liquidos para determinar las concentraciones del medicamento anticoagulante y sus
metabolitos hidroxilados en muestras sanguineas. Si bien se ha popularizado el uso
de técnicas mas sofisticadas como la cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion
(UPLC) acoplado a un detector de masas, la implementacion de este tipo de
metodologias involucra la utilizacion de una gran cantidad de insumos lo que se refleja

en un incremento de los costos de analisis hasta de un 50% ($2,358.62 vs $1,091.38
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por muestra analizada) (43). Dentro de las principales diferencias respecto al uso de
la técnica de UPLC se encuentra el uso de solventes con altos grados de pureza,
estandares de referencia deuterados, la instalacion de gases de nitrogeno/argon y el
acondicionamiento de las instalaciones. Si bien esto se ve reflejado en la alta
sensibilidad del método (detecciéon en orden de magnitud hasta de picogramos), se
cuenta con la alternativa de la técnica por HPLC debido a que el orden de magnitud
de los analitos de interés se encuentra en nanogramos (facilmente detectable por esta
técnica). De este modo es posible alcanzar el equilibrio perfecto entre costo-beneficio
para el analisis de muestras por esta metodologia analitica.
2.8 Interacciones farmacolégicas

Como se menciond previamente, la FA y las EV son patologias cuyo seguimiento
requiere la prescripcion de una gran cantidad de medicamentos. Los pacientes con FA
suelen cursar de manera simultanea otras patologias que requieren de tratamiento
adicional, por lo que la administraciébn concomitante de medicamentos (polifarmacia)
ha demostrado ser una de las principales causas del surgimiento de reacciones
adversas. En el caso de la terapia con el medicamento anticoagulante, existen
diferentes tipos de interacciones tanto a nivel farmacodinamico como farmacocinético
gue modifican la intensidad de la respuesta terapéutica dividiéndose en aquellas que
potencian la actividad anticoagulante y aquellas que la disminuyen. En la tabla 3 se
muestran las interacciones reportadas para el medicamento anticoagulante indicando

su mecanismo de accion, asi como el efecto final observado (2,15,44).
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Tabla 3. Interacciones farmacoldgicas con el medicamento anticoagulante

Farmaco(s)

Interaccion

Mecanismo

Efecto
observado

Interacciones Farmacocinéticas

Acido acetilsalicilico

Desplazamiento del
medicamento
anticoagulante de su
sitio de unién a

albumina,

Farmacos que poseen mayor afinidad por el sitio de unién a

albumina desplazan a el medicamento anticoagulante

incrementando la fraccién de farmaco libre responsable del efecto

terapéutico.

Potenciacién

Ketoconazol,
fluconazol, amiodarona,

lovastatina.

Inhibicion de la
isoenzima CYP2C9

Inhibicion de la sintesis, o competiciébn por los sitios activos

favorece la bioacumulacion del medicamento anticoagulante

incrementado su tiempo de vida media.

Potenciacion

Rifampicina,
fenobarbital,

carbamazepina.

Induccion enzimatica de
la isoenzima CYP2C9

Aumento de su metabolismo por induccion enziméatica favorece la
produccién de metabolitos hidroxilados (inactivos) disminuyendo el

tiempo de vida media.

Disminucion

Interacciones Farmacodinamicas

Antibiéticos,

colestiramina

Disminucion de la

absorcion de vitamina K

Algunos antibiéticos de amplio espectro pueden eliminar la flora
bacteriana intestinal y agravar el déficit de vitamina K, debido a que
una gran parte de la vitamina K es producida por la microbiota
intestinal. La colestiramina es una resina de intercambio aniénica
capaz de secuestrar a las sales biliares en el tracto intestinal
impidiendo que participen en el proceso de absorcién de la vitamina
K que es altamente liposoluble.

Potenciacién
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Acetaminofény
cefalosporinas (2day

3era generacion)

Inhibicién del ciclo de la

vitamina K.

La administracion de grandes dosis de acetaminofén o su uso
sostenido por largos periodos de tiempo promueve el incremento
de las concentraciones séricas del metabolito toxico NAPQI debido
a la saturacién del proceso de glucoronidacion durante las
reacciones de fase Il en el metabolismo del acetaminofén. El
NAPQI y las cefalosporinas antagoniza al igual que el medicamento
anticoagulante a la VKORC1, generando un efecto sinérgico como

si se tratase de un incremento en la dosis.

Potenciacién

Diuréticos (Clortalidona

y espironolactona)

Hemoconcentracion de
los factores de

coagulacioén.

La produccién incrementada de orina con el uso de diuréticos
favorece la hemoconcentracion de los factores de coagulacion
medicamento anticoagulante e

reduciendo el efecto del

incrementarse la capacidad coagulativa de la sangre.

Disminucion

Levotiroxina

Disminucién de los

factores de coagulacion.

Aumenta el metabolismo de los factores de coagulacion

disminuyendo su semivida en circulacién sanguinea.

Potenciacién

AINES

Efecto sinérgico en el

desarrollo de sangrado

Los AINES son gastro lesivos y aumentan la posibilidad de
sangrado gastrointestinal que puede agravarse en pacientes bajo

terapia anticoagulante.

Riesgo de
evento

hemorragico.

Antiagregantes
plaquetarios

(Clopidogrel)

Incremento del efecto

anticoagulante

Inhiben la agregacion plaquetaria incrementando el estado de

anticoagulacién en el paciente.

Riesgo de
evento

hemorréagico.
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2.9 Efecto de la dieta sobre la respuesta farmacoldgica.

Dado a que la vitamina K se puede obtener a partir de los alimentos, la dieta juega un
papel importante en el manejo de la terapia anticoagulante. El consumo de alimentos
ricos en vitamina K, principalmente los vegetales verdes (espinaca, brocoli, perejil,
acelga, berro, etc.) pueden disminuir el efecto de la terapia anticoagulante(23). Se
sugiere que la aportacion diaria de vitamina K oscile entre 90 y 120 ug de forma
constante (24,44,45) para evitar fluctuaciones en las dosis requeridas de la terapia
anticoagulante. En pacientes con mal control de la anticoagulacién, se ha sugerido
evitar el consumo definitivo de alimentos con alto contenido de vitamina K (46)

El incremento o disminucion en las concentraciones séricas de vitamina K podria
manifestarse en eventos trombdticos (cuando hay un consumo incrementado de
vitamina K) o hemorragicos (cuando hay una suspension abrupta en el consumo de
estos alimentos). Se ha reportado que el consumo incrementado de vitamina K se
correlaciona con un aumento en la variabilidad del INR y presentan coeficientes de
variacion (CV) mayores al 10% tras mediciones sucesivas del INR. Lo anterior, sugiere
una monitorizacion mas cercana en pacientes que consumen grandes cantidades de

alimentos con alto contenido de vitamina K (24).

Se han reportado diferentes instrumentos que evallan la frecuencia en el consumo de
alimentos ricos en vitamina K, la "K-Card” publicada en el afio 2000 por el Colegio de
Farmacia y Ciencias de la salud en Boston, Massachusetts (47) y el cuestionario de
frecuencia de consumo (CFC) publicado en el afio 2007 por la Universidad de Montreal
en Francia (48), los cuales son de utilidad para estimar el consumo expresado en
ug/dia. El cuestionario de frecuencia de consumo (CFC) propuesto y validado por Dias
Mendonga y cols., en el 2018, siendo uno de los mas recientes publicados y
desarrollado en Brasil (45) incluye un listado de 35 alimentos distribuidos entre
vegetales, frutas, leguminosas y preparaciones complejas cuyo contenido en vitamina
K es igual o superior a 5 ug por cada 100 g de alimento. La validacion del instrumento

se efectlo en pacientes bajo tratamiento con el medicamento anticoagulante, se
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determind el coeficiente de correlacion entre el consumo diario de vitamina K medido
por el CFC comparado con el obtenido por el recuento total de alimentos consumidos
en 24 horas, obteniéndose un valor de R?=0.756, p<0.001, por lo que podria resultar
de utilidad en la estimacion de la ingesta dietética de esta vitamina en la poblacion de
estudio.

Es importante resaltar que el consumo de alimentos ricos en vitamina K no esta
completamente contraindicado, y se ha evidenciado que un consumo por debajo de
los 100 ug/dia no influye en la variabilidad del INR (45), mientras que un consumo
sostenido por mas de 4 dias de vitamina K disminuye en 0.2 unidades el INR de los
pacientes (p<0.01), por lo que su consumo si bien no es completamente restrictivo,

debe estar muy bien regulado (49).

2.10 Farmacogenética del medicamento anticoagulante
Los polimorfismos asociados a la resistencia o sensibilidad del medicamento
anticoagulante tienen impacto tanto a nivel farmacocinético (CYP2C9) como a nivel
farmacodinamico (VKORC1). Dada la poca prevalencia de la forma heterocigota y
homocigota de este polimorfismo para la variante 2* y 3* cuya expresion fenotipica
para metabolizadores lentos en poblaciébn mexicana es inferior al 1% (50,51), su

determinacién en la poblacion de estudio no resulta de mucho interés.

Por otro lado, el polimorfismo VKORC1 1693 (G—A) de tipo farmacodinamico se
relaciona a una sensibilidad incrementada del medicamento anticoagulante debido a
gue los portadores de la variante polimoérfica presentan una diminucion de la capacidad
de coagulacién sanguinea al disminuir la expresién y produccion de la VKORCL, por
lo que a dosis estandares del medicamento anticoagulante se esperaria una reaccion
incrementada del efecto terapéutico en este tipo de pacientes incrementando el riesgo
de sangrado (52). Su prevalencia en la poblacibn mexicana reportada por Villegas y
cols, es del 47% para la forma heterocigota (GA) y 20% para la forma homocigota (AA),

por lo que su determinacion resulta imperativa en la poblacion de estudio.
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3. Justificacion.
La FA y las EV anteceden a las dos principales causas de muerte asociadas a
enfermedades no transmisibles el infarto y la insuficiencia cardiaca. EI manejo
terapéutico de la FA y las EV se basa principalmente en el uso de farmacos
anticoagulantes como una de las principales alternativas en el manejo de estas
patologias debido a su gran accesibilidad en poblacién mexicana. La optimizacién del
uso de este medicamento representa un reto en la practica clinica, debido a la gran
cantidad de factores que promueven la variabilidad interindividual de la respuesta
farmacoldgica. El ajuste de la dosis ideal para un paciente bajo tratamiento

anticoagulante implica un periodo de intenso cuidado y monitoreo.

El tiempo que trascurre mientras se efectua el ajuste de dosis, el INR se encuentra
fuera de rango terapéutico y el riesgo de sufrir un evento trombotico o hemorragico
esta latente; por este motivo, surge la necesidad de estudiar el grado de influencia de
la edad, la dosis del medicamento anticoagulante, la presencia de polimorfismos en la
VKORC1 (1639), las interacciones medicamentosas, el consumo de vitamina K y las
concentraciones plasmaticas del medicamento y su metabolito hidroxilado tienen
sobre el INR.

La identificacion de los factores que influyen en el INR, seran de utilidad para optimizar
la terapia anticoagulante. La medicion de los niveles plasmaticos de este farmaco y su
metabolito hidroxilado, podria tener grandes implicaciones en el manejo de este
medicamento disminuyendo el riesgo de aparicion de reacciones adversas, asi como

la probabilidad de alcanzar el INR esperado en etapas tempranas del tratamiento.
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4. Hipotesis.
La presencia de factores asociados a la dosificacion del medicamento anticoagulante,
tales como interacciones farmacologicas, interacciones dietéticas, la edad, el
polimorfismo VKORCL1 y las concentraciones plasmaticas del medicamento y su
metabolito hidroxilado, modifican los valores del INR en pacientes con FAy EV.

5. Objetivos.

5.1 Objetivo general.
Determinar los principales factores clinicos, genéticos y nutricionales involucrados en
la variabilidad del INR como marcador de la respuesta a el medicamento
anticoagulante, asi como su relacion con las concentraciones plasmaticas de él y su

metabolito hidroxilado en pacientes con FAy EV.

5.2 Objetivos especificos.

o Validar y estandarizar la técnica de cuantificacion para el medicamento
anticoagulante y su metabolito hidroxilado por HPLC/UV-Vis

o Determinar las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y
su metabolito hidroxilado en los pacientes al inicio del estudio.

o Determinar la presencia del polimorfismo VKCOR 1693 (G—A) por la técnica
de PCR en tiempo real.

o Determinar el nimero e importancia de las interacciones farmacologicas
presentes en el esquema de medicacion del paciente.

o Determinar el consumo de vitamina K expresado en pg/dia empleando un
cuestionario de frecuencia de consumo (CFC).

o Determinar las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y

su metabolito hidroxilado posterior a la intervencion clinica.
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6. Metodologia

6.1 Metodologia de investigacion farmacoldgica
6.1.1 Equipo y Reactivos
a) Equipo
Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC) acoplado a un detector de
absorbancia dual UV/Vis (equipado con desgasificador, bomba binaria y auto
muestreador).
Balanza analitica
Potenciometro AQUASEARCHER™
Sistema de filtracion al vacio “Millipore”.
Ultracongelador “Thermo Scientific”
Centrifuga refrigerada
Concentrador de vacio
Nanodrop Thermo Scientific
Termociclador Applied Biosystems™ StepOne

Incubadora de barfio seco

b) Reactivos

Estandares de referencia certificados:

o Medicamento anticoagulante (pureza 99.8%)

o Metabolito hidroxilado (pureza 99%)

o Estandar interno (pureza 99%)
Fosfato de sodio monobasico (pureza 98.1%)
Agua desionizada, metanol y acetonitrilo (HPLC/Spec)
Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega.
Sonda TagMan™
PCR TagMan™ Master mix
Agua grado biologia molecular

Etanol e isopropanol grado biologia molecular
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6.1.2 Estandarizacion del método analitico para la cuantificacion del
medicamento anticoagulante y su metabolito hidroxilado en muestras de
plasma sanguineo.
Se desarrollé y estandarizo un método por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) acoplado a un detector UV-Visible para la cuantificacion simultanea del

medicamento anticoagulante y su metabolito hidroxilado en plasma sanguineo.

6.1.2.1 Condiciones Cromatograficas
Se efectuaron diferentes pruebas preliminares para determinar las condiciones
cromatograficas que aseguraran la correcta separacion del medicamento
anticoagulante, su metabolito hidroxilado y el estandar interno en muestras

plasmaticas.

» Fase movil: consisti6 en Buffer de fosfatos, metanol y acetonitrilo en
proporciones, con un sistema de bombeo isocréatico a una velocidad de 0.3
mL/min y un volumen de inyeccion de 20 pL. Se emple6 una columna con fase
estacionaria C18.

» Longitud de onda (A): se determind realizando el barrido UV para cada
compuesto, en un rango de 250 a 350 nm, de una solucién de 50 ug/mL de cada
compuesto en fase movil. El detector de absorbancia dual UV-Vis se ajusto a
una A de maxima absorbancia para la deteccion simultdnea de ambos analitos
y el estandar interno.

> Eficiencia de la separacidén cromatogréfica: se determiné a partir de la forma de
los picos. Se efectud el calculo de resolucion (Rs) para evaluar el grado de
separacion de los analitos, tanto en agua como en plasma, empleando la
ecuacion de la Figura 3. Un valor de resolucion mayor a 1 indica que los
compuestos pueden ser cuantificados y un valor mayor de 1.5 indica que la

separacion es optima.
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Figura 3. Ecuacion calculo de resolucion entre picos.

(Tr)a Tiempo de retencion del compuesto A, (Tr)s Tiempo de retencién del compuesto B, W, Anchura de la base del pico A,

W; Anchura de la base del pico B.

6.1.2.2 Estabilizacion del equipo
Previo a cada corrida analitica, se efectud la purga de las bombas con la fase movil,
posteriormente se efectud una inyeccion de aire para asegurar el equilibrio entre la
fase estacionaria y la fase mévil. Se considera que una columna esta en equilibrio con
la fase mdvil, cuando han pasado a través de ella al menos 10 volimenes de columna.
Teniendo 1 mL de volumen de columna a un flujo de 0.3 mL/min, se determinaron 20
minutos como minimo, para efectuar este proceso. Cada dia de trabajo, se evalué la
precision del sistema inyectando por quintuplicado una solucion de los estandares de
referencia en solucion acuosa. Se empled una concentracion de 10 pg/mL para el
medicamento anticoagulante, el metabolito hidroxilado y el estandar interno. Una vez
que los cromatogramas inyecciones se solapaban tras inyecciones sucesivas, se
calculo el porcentaje de imprecisibn comparando el area bajo la curva de los picos
(ABC). Se considero un valor de coeficiente de variacion (%CV) inferior al 5%, para

poder proseguir con el analisis.

6.1.2.3 Preparacion curva de calibraciéon y controles de calidad
Se establecié el rango de concentraciones empleados en la curva de calibracién, asi

como la concentracion de los controles de calidad de alta (MCA), media (MCM) y baja
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(MCB) concentracion en plasma, ademas del limite inferior de cuantificacién (LIC) y
una muestra control diluida (MCD), que fue considerada para muestras con

concentraciones por encima del LIC.

Para la preparacion de la curva de calibracion se afiadieron volumenes crecientes de
una solucion de trabajo constituida por una mezcla del medicamento anticoagulante y

el metabolito hidroxilado a una concentracion de 10 pg/mL en plasma.

6.1.2.4 Método de extraccion en muestras de plasma.
El método de extraccion para el medicamento anticoagulante y su metabolito
hidroxilado, consistié en precipitar las proteinas con acetonitrilo empleando agitacion
en vortex y posteriormente se efectud una centrifugacion. El sobrenadante se recuperé
y se evaporo al vacio hasta sequedad y finalmente fue resuspendié en fase movil. Se
realiz6 una Uultima centrifugacién y el sobrenadante se colocd en viales para su

inyeccion en el equipo.

6.1.3 Validacion del método analitico en plasma
La validacion se apego0 a los lineamientos establecidos en el apartado 9 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 (Validacion de métodos analiticos:
caracteristicas de desempefio). Se evalud la linealidad, precision y exactitud en
términos de repetibilidad y reproducibilidad, asi como la selectividad, el efecto acarreo,
ciclos congelacion - descongelacion y estabilidad, como a continuacion se describe:

6.1.3.1 Linealidad
Se establecio un intervalo de concentraciones esperadas de los analitos en plasma
caracterizando seis niveles de concentraciones, sin incluir las muestras blanco de

matriz bioldgica.

Se determiné el modelo matematico adecuado a la relacion entre la concentracion y la
respuesta analitica, la cual fue continua y reproducible en el intervalo de trabajo. Cada
curva de calibracion incluyd una muestra blanco de matriz biolégica (sin adicion de

analitos) con y sin estandar interno. Fueron evaluadas tres curvas de calibracion,
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incluyendo los resultados de las concentraciones recuperadas y el porcentaje de

desviacion con respecto a la concentracion nominal.

Los resultados de la concentracién recuperada de la curva de calibracién estuvieron
dentro del 15% de la concentracion nominal en cada nivel de concentracion, excepto
para el limite inferior de cuantificacion ya que puede ser menor o igual al 20%. Se
cumplié este criterio en al menos el 75% de las concentraciones de la curva de

calibracion con un minimo de 6 puntos.

6.1.3.2 Precision

a) Repetibilidad
En un mismo dia, se analizaron por quintuplicado, las muestras MCB, MCM, MCA,
MCD y LIC. Se calcul6 la concentracion obtenida para cada nivel interpolando la
respuesta analitica en la curva de calibracién. EI %CV de las concentraciones
obtenidas no fueron mayor que el 15%, excepto para el limite inferior de cuantificacion,

el cual fue menor o igual al 20% para método cromatograficos.

b) Reproducibilidad
Se analizaron por quintuplicado, en tres corridas analiticas diferentes, las muestras
MCB, MCM, MCA y LIC. De la misma manera, se calculd la concentracion obtenida
para cada nivel, interpolando la respuesta analitica en la curva de calibracién. Se
cumplié con el criterio que indica que el valor de %CV no debe ser mayor a 15%,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual al 20%

para método cromatograficos.

6.1.3.3 Exactitud
De los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calcul6 la desviacion de la
concentracion obtenida con respecto al valor nominal (% de desviacién) empleando la

siguiente ecuacion:

o [Obtenida] — [Nominal]
%Desviacion = [Nominal] * 100
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El valor medio del % de desviacién no debe ser mayor al 15%, excepto para el limite
inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual al 20% para métodos

cromatograficos.

6.1.3.4 Selectividad
Se evalug el efecto de los componentes del plasma sobre la respuesta de los analitos.
Para ello, se utilizaron al menos 6 unidades individuales sin contener a los farmacos.
La respuesta analitica de las interferencias proximas al tiempo de retencion de los
analitos o el estandar interno debe ser menor al 20% para el limite inferior de

cuantificacion de los analitos.

a) Muestra hemolizada y lipémica
Se analizé por triplicado un blanco de plasma obtenido de una muestra lipémica y una
muestra hemolizada. La respuesta analitica de las interferencias préximas al tiempo
de retencién de los analitos o el estandar interno debe ser menor al 20% para el limite

inferior de cuantificacion de los analitos.

b) Efecto del anticoagulante
Se analizo por triplicado un blanco de plasma obtenido de una muestra recuperada en
un tubo adicionado con EDTA y heparina. La respuesta analitica de las interferencias
proximas al tiempo de retencion de los analitos o el estandar interno debe ser menor

al 20% para el limite inferior de cuantificacion de los analitos.

c) Efecto acarreo
Se realizdé la inyeccién de la misma muestra blanco tres veces (una antes y dos
después) del limite superior de cuantificacion. La respuesta analitica proxima al tiempo
de retencién de los analitos y el estandar interno debe ser menor al 20% para el limite

inferior de cuantificacién del analito.
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6.3.6 Estabilidad de la muestra
Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que los dos analitos
permanecieron estables en la matriz biologica. Se analizaron por triplicado las
muestras MCB, MCM y MCA y se compararon las concentraciones obtenidas con

respecto a las concentraciones nominales.

La concentracion media de cada nivel debe estar dentro del +15% de desviacion con

respecto a la concentracién nominal.

a) Estabilidad a corto, mediano y largo plazo
Se evaluo por triplicado, la estabilidad de los analitos en las muestras MCB, MCM y
MCA, en la matriz biolégica. Estas fueron Las muestras fueron almacenadas a una

temperatura de -80°C, desde su obtencidn hasta su procesamiento.

La estabilidad se evalué a corto plazo: en un periodo no mayor a 30 dias, a mediano
plazo: en un periodo de 60 a 90 dias y la estabilidad a largo plazo: en un periodo de
120 dias.

b) Estabilidad ciclos congelacién — descongelacion
Se evaluo por triplicado la estabilidad de los analitos en las muestras MCB, MCM y
MCA, almacenadas a una temperatura de -80°C. Las muestras fueron sometidas a 1,
2 y 3 ciclos congelaciéon - descongelacion dejando como minimo 12 horas en el
congelador y posteriormente descongelarlas a temperatura ambiente.

6.1.4 Genotipificacion PCR tiempo real acoplado a sonda TagMan™.
Para la evaluacion del polimorfismo VKORC1 (1639), se empled la reaccién en cadena
de la ADN polimerasa (PCR) en tiempo real acoplado a una sonda TagMan™. Se
emple6 ADN gendmico extraido de sangre venosa periférica. El protocolo de

extraccion de ADN se habia implementado previamente por el grupo de investigacion.
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6.1.4.1 Extraccion ADN gendémico
Las extracciones de ADN se realizaron empleando el kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification Kit de Promega empleando sangre venosa periférica. EI ADN
obtenido se cuantific6 empleando el equipo NanoDrop Thermo Scientific. Se evaludé la
pureza del ADN extraido empleando el cociente de absorbancias 260/280, que indica
gue una muestra libre de agentes contaminantes (solventes o proteinas) debe tener

un valor entre 1.8 y 2.0 para poder ser empleada en una reaccién de amplificacion.

6.1.4.2 Reaccion de amplificacion
Para efectuar la reaccion de amplificacion se empled el templado de ADN obtenido
de cada muestra, el cual se mezcl6 con la sonda TagMan especifica del polimorfismo
a detectar y se afiadio el reactivo comercial “PCR TagMan™ Master mix”, el cual

incluia todos los componentes para efectuar la reaccion.

6.1.4.3 Condiciones termociclador
En la figura 5 se observa el programa de termociclado para efectuar la reaccion de
amplificacion.
Etapa previa Ciclos (50) Extension final

100 95°C oz°c

75

60°C 60°C
01:30 00:30

50

25

0

Figura 4. Gréfico de temperaturas para reaccion de amplificacion.

6.2 Metodologia investigacién clinica

6.2.1 Disefno del estudio

Cohorte prospectiva con un seguimiento no mayor a 30 dias.
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6.2.2 Lugar de realizacion
Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética, Facultad de Ciencias Quimicas,

Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

Laboratorio de Investigacion Traslacional en Farmacologia, Facultad de Medicina,

Universidad Autbnoma de San Luis potosi.
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, S.L.P.

6.2.3 Universo de estudio
Pacientes con diagnéstico de FA o EV que se encuentren bajo tratamiento con el

medicamento anticoagulante.

6.2.4 Método de muestreo

Consecutivo por conveniencia

6.2.5 Tamafo de muestra
Dado que no se conocen cémo se modifican el INR en funcion de las variables de
estudio, se sugiere un analisis de regresion multivariada que considera como minimo
10 pacientes por variable explicativa. Con un total de 5 variables continuas y 1 variable
categorica (dicotémicas) se determind un total de 60 pacientes para el disefio del

modelo propuesto.

6.2.6 Criterios de seleccién

Inclusioén:

e Pacientes de ambos sexos = 18 afos

e Pacientes en terapia ambulatoria

e Diagnostico de fibrilacion auricular valvular o no valvular

e Pacientes con protesis valvulares

e Pacientes con enfermedad valvular

¢ Inicio de su tratamiento con el medicamento anticoagulante por lo menos de 1

mes.
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e Pacientes que acepten participar en el estudio mediante firma de

consentimiento informado.
No inclusién:

e Pacientes que presenten sobre anticoagulacién (INR>6)
e Pacientes bajo tratamiento con el estandar interno durante la realizacion del

estudio.

Eliminacion:

¢ Retiro del consentimiento informado.

e Inconvenientes o dificultad para tomar o procesar la muestra.

e Pacientes en los que no se pudieron obtener las variables de interés

e Pacientes que durante el periodo de seguimiento de 30 dias presenten

hospitalizacion, complicaciones cardiovasculares o muerte.

6.2.7 Plan de trabajo
El reclutamiento de los pacientes se efectu6 mediante la divulgacion de una infografia.
La divulgacion de dicho material conté con la aprobacion del Comité Estatal de Etica

en Investigacion en Salud contando con la aprobacion de su respectiva enmienda.

Se invitd a participar en el estudio a los pacientes que cumplieran con los criterios de
seleccion previamente indicados; su participacion fue voluntaria mediante la firma de

consentimiento informado.

Los sujetos en este estudio se encontraban en equilibrio dinAmico respecto a las
concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante, es decir, iniciaron su
tratamiento con el medicamento anticoagulante con al menos un mes de antelacion
previo a la inclusién del estudio y mantenian su régimen posoldgico indicado por el

medico en funcion de su diagndstico y caracteristicas clinicas.

Previa valoracion, los pacientes incluidos en el estudio fueron sometidos a un breve
cuestionario para obtener datos relacionados a su historia clinica, edad,
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comorbilidades, medicamentos concomitantes y CFC. Se determind el indice de
Charlson empleando una calculadora virtual (https://www.samiuc.es/indice-de-
comorbilidad-de-charlson-cci/) (53), en la cual se coloco la edad de los pacientes y
comorbilidades.

El dia del estudio, los pacientes fueron medidos (estatura), pesados y se tomaron dos
muestras sanguineas. Una muestra fue recolectada en un tubo adicionado con EDTA
y otra en un tubo adicionado con citrato. Al estar en equilibrio dinamico las
concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante, la toma de ambas
muestras se efectu6 como minimo 12 h post-dosis para asegurar el proceso de

absorcién y distribucion del medicamento.

Se mantuvo contacto con los pacientes durante el periodo de seguimiento de 30 dias
y fueron citados una segunda vez para realizar nuevamente la toma de una muestra

sanguinea recolectada en un tubo de EDTA vy citrato.

6.2.8 Andlisis de muestras sanguineas
Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1300 rpm a 4°C por 20 minutos para
separar el plasma y posterior conservacion a -80°C hasta el dia de su analisis por el
método HPLC-UV/Vis.

La segunda muestra obtenida en la primera visita se conservé a 4°C y se procedi6 a
la extraccion de ADN gendmico en un periodo no mayor a 7 dias. El ADN obtenido se

almacené a 4°C hasta el dia del analisis por la técnica de PCR tiempo real.

Los tiempos de coagulacion (TP e INR) de cada uno de los pacientes incluidos en el
estudio fueron analizadas por el laboratorio de analisis clinicos “Dr. Pedro Medina de

los Santos” en la Facultad de Ciencias Quimicas.

6.2.9 Evaluacion ingesta dietética de vitamina K
Se empled el CFC propuesto por Dias M. y cols. (2018) (45). A los pacientes con
consumo superior a 120 pg/dia basado en los resultados de su cuestionario se les
indicé cuales alimentos podrian reducir su consumo buscando disminuir su ingesta
total a un consumo promedio de 120 pg/dia para hombres y 90 pg/dia para mujeres.
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6.2.10 Deteccion de interacciones medicamentosas
Del expediente clinico, se obtuvo el listado de medicamentos que cada paciente
consumia en concomitancia con el medicamento anticoagulante. Se recupero la
informacion necesaria para realizar el analisis de interacciones considerando el
nombre del medicamento, el o los principios activos, la forma farmacéutica,

presentacion y el régimen posolégico indicado por el médico.

El analisis de los datos se efectu6 empleando la base de datos “Micromedex”
https://www.micromedexsolutions.com)(54). La modificacion en el esquema de
medicacion se efectud por parte del médico y las acciones correctivas consistieron en
suspender la ingesta del o los medicamentos implicados, indicando alternativas
terapéuticas similares que no presentaran interaccion. En los casos donde no fue
posible la suspension y/o sustitucién, se procedié a modificar el régimen posoldgico,
espaciando la toma de los medicamentos involucrados.
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6.2.11 Cuadro de variables

Variable

indice normalizadointernacional (INR)

indice de comorbilidad de Charlson

Concentracién plasmatica total del

medicamento anticoagulante.

Concentracion plasmaética total de

metabolito hidroxilado

Interacciones farmacolégicas

Consumo devitamina K

Tabla 4. Cuadro de operacionalizacion de variable

Definicién operacional Valores posibles

Dependientes

Forma estandarizada del tiempode protrombina

1-8
Método de determinacién: Automatizado — Coagulémetro
Independiente
Escala de estimacion de la esperanza de vida a diez afios en
funcion de la edad y el numero de comorbilidades que presenta un 0-39
determinado sujeto.
Relacién entre la cantidad de farmaco y su volumen de distribucién
) L ) 100 — 4000
Método de determinacion(HPLC/UV-Vis).
Relacion entre la cantidad defarmaco y su volumen de distribucion
i L ) 100 — 4000
Método de determinacion(HPLC/UV-Vis)
Numero de interacciones detectadas en el esquema de 0-25
polimedicacion delpaciente.
Consumo aproximado devitamina K al dia.
0 - 1000

Cuestionario de frecuencia deconsumo (CFC)

Unidades

N/A

N/A

ng/mL

ng/mL

N/A

ug/dia

Tipo de

variable

Continua

Continua

Continua

Continua

Continua

Continua
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Polimorfismo VKCOR1 1693

Ratio metabdlico

Variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base. Polimorfismo

implicado enla sensibilidad a el medicamento anticoagulante.
Método de Determinacién: PCR tiempo real.

Relacion entre la forma inalterada del farmaco y su principal metabolito. Se
expresa como el cociente de las concentraciones del medicamento
anticoagulante y su metabolito hidroxilado.

1) Ausente

2) Presente

0-100

Variables de control o exploratorias (Se obtendran del expediente clinico)

Sexo

Edad

IMC (indice demasa corporal)

Escala HAS-BLED

Albumina sérica

Identificacion que se le hace alpaciente para diferenciar si pertenece al sexo
masculino o femenino.

Es el nimero de afios cumplidos segun la fecha de nacimiento.

Relacion del peso por unidad desuperficie corporal.

Parametro que indica el riesgo de padecer en un afio un eventohemorragico

importante.

Relacion entre la cantidad dealbumina y el volumen sanguineo.

1) Masculino

2) Femenino

18 -80

16 - 45

1) Riesgo bajo
2) Riesgomoderado

3) Riesgo alto

2-6

N/A

N/A

N/A

Afos

Kg/m?

N/A

g/dL

Dicotémica

Continua

Dicotémica

Continua

Continua

Categorica

Continua
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6.2.12 Anédlisis estadistico

a) Analisis descriptivo
Se evalud la distribucién de las variables cuantitativas con las pruebas de Shapiro-
Wilks y cuartil-cuartil. Las variables con distribucién normal fueron presentadas como
medias y desviacion estandar; y las de distribucion no normal como medianas y rangos

intercuartilicos. Las variables categdricas a partir de frecuencias o porcentajes.

b) Andlisis inferencial
Se efectud la prueba de ANOVA para datos no paramétricos (prueba de Kruskal Wallis)
para evaluar las diferencias en la dosis de mantenimiento y el INR estratificados con
base en al polimorfismo VKORC1 1639, formando 3 grupos con base a la presencia
de las 3 variantes (GG, GAy AA). Se efectu6 un andlisis post hoc empleando la prueba

de Dunns para realizar la comparacion entre grupos.

Se realiz6 analisis de correlacién univariada para determinar el grado de asociacién
entre el INR y las variables de estudio. Se empleé la prueba de Pearson para los datos

con distribucion normal y la prueba de Spearman para datos no parameétricos.

Finalmente, y con base en los resultados anteriores, se efectu6 un andlisis de
regresion lineal multivariada para explicar la variabilidad del INR en funcion de las

variables de estudio:

INR ~ indice de Comorbilidad de Charlson + Dosis + indice metabdlico + Vitamina K
(ug/dia) + Interacciones farmacoldgicas + VKCOR1 1693 (G—A).

Todos los analisis fueron realizados en RStudio version 1.1.453 y en el software

GraphPad Prism® version 5.0 considerandose como significativo un valor de p<0.05.

Este ultimo también se empled para la construccion de los graficos.
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6.2.13 Aspectos éticos

Aprobacion por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”, asi como la aprobacién por parte del Comité Estatal de Etica en
investigacion en Salud. Ademas, se realizo el registro del protocolo ante el Comité de

Etica en Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas “CEID-FCQ” .
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7. Resultados

7.1 Estandarizacion del método analitico de cuantificacion
Se desarrolld, estandarizé y validé un método para la cuantificacion simultanea en
plasma del medicamento anticoagulante y su metabolito hidroxilado por cromatografia

de liquidos de alta resolucién (HPLC) acoplado a un detector UV-Vis.

7.1.1 Condiciones cromatograficas.
Las condiciones finales obtenidas se establecieron en funcién de la forma y resolucion

de los picos las cuales fueron evaluadas tanto en agua como en plasma.

7.1.2 Cromatograma en agua.
El tiempo de la corrida analitica necesario para la elucién de todos los compuestos fue
de 10 min. El orden de elucion en funcion de la polaridad de las moléculas fue en
primer lugar el estandar interno, seguido del metabolito hidroxilado y finalmente el

medicamento anticoagulante.

La resolucion entre el estandar interno y el metabolito hidroxilado present6 un valor de
2.54 y de 1.71 entre el medicamento anticoagulante y su metabolito hidroxilado. En
ambos casos dicho valor indica una separacion optima de los compuestos, lo que
indica que pueden ser cuantificados bajo las condiciones cromatogréaficas

establecidas.

7.1.4 Cromatograma en plasma.
El tiempo de la corrida analitica necesario para que eluyan todos los compuestos fue
de 9 min. El orden de elucién en funcion de la polaridad de las moléculas fue en primer
lugar el estandar interno, seguido del metabolito hidroxilado y finalmente el

medicamento anticoagulante.

La principal diferencia del cromatograma con respecto a la mezcla en agua es el pico
de plasma correspondiente a los componentes que no pudieron ser eliminados de la

matriz bioldgica, tras el procedimiento de extraccion. Dicho pico no interfiere con
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ninguno de los analitos, ni con el estandar interno, al mostrar un tiempo de retencion

menor.

El calculo del factor de resolucion, indica que la separacién cromatografica de los picos
se mantiene en dicha matriz biologica. Los factores de resolucion obtenidos entre el
estandar interno, el metabolito hidroxilado y el medicamento anticoagulante fueron
2.12 y 1.62 respectivamente. Dichos valores indican que la eficiencia de la separacion

de los picos es Optima para efectuar su cuantificacion.

7.2 Validacion de latécnica de bioanélisis
7.2.1 Linealidad en matriz biolégica de plasma
El método propuesto demostro ser lineal en la matriz biolégica al obtener coeficientes
de determinacion de 0.9996 y 0.9998 para el medicamento anticoagulante y el
metabolito hidroxilado respectivamente en los cuales se caracterizaron 6 diferentes

niveles de concentracion.

7.2.2 Precisién y exactitud
El método analitico resultd ser preciso bajo condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad al obtenerse un %CV<15% en las MCB, MCM, MCA y MCD y un
CV<20% para el LIC.

Con los datos obtenidos de repetibilidad y reproducibilidad se obtuvieron valores de
desviacion dentro del £15% respecto a las concentraciones nominales de cada control
y +20% para el LIC, demostrando que el método desarrollado es exacto para cada

analito tanto en condiciones de repetibilidad como reproducibilidad.

7.2.4 Selectividad
El método demostrd ser selectivo para la matriz biolégica (plasma) al no mostrar

interferencias cercanas al tiempo de retencion de los analitos y el estandar interno.

El tipo de anticoagulante con el cual se recolecta la muestra (EDTA y heparina), asi
como el tipo de muestra (hemolizada y lipémica), y el efecto acarreo tampoco

mostraron la presencia de interferencias.
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No se observaron interferencias superiores al 20% del area bajo la curva respecto al
LIC.

7.2.5 Estabilidad de la muestra
Se demostro la estabilidad de la muestra 30, 60, 90 y 120 dias en condiciones de
almacenamiento a -80°C, calculando el porcentaje de desviacidon con respecto a la
concentracion nominal de los controles de calidad de MCB, MCM y MCA.. Se observé
gue las muestras se mantienen estables por un periodo de 120 dias bajo condiciones
de almacenamiento. También se demostro que la muestra tolera 3 ciclos congelacion-
descongelacion al mantener una desviacion dentro del *15% respecto a la

concentracion nominal de las tres muestras control.
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7.3 Estudio clinico

7.3.1 Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacién
Se incluyeron pacientes (64% mujeres), con rango de edad entre 33 a 72 afios,
residentes actuales del estado de San Luis Potosi, bajo tratamiento cronico con el
medicamento anticoagulante. La totalidad de los pacientes recibian atencion medica

de manera ordinaria en una institucion publica .

El motivo de la prescripcion del medicamento anticoagulante de los pacientes incluidos
en el estudio se clasificé en 3 grupos; reemplazo valvular aértico, reemplazo mitral y
FA valvular. La hipertension arterial la comorbilidad mas frecuente. Los antecedentes

no patolégicos como alcoholismo y tabaquismo mostraron una frecuencia muy baja.

La media inicial del INR en la primera entrevista fue de 2.28; 68.2% de los pacientes
no alcanzo el objetivo terapéutico dado que el INR no se ubico dentro del intervalo
deseable (2.0 a 3.5). La dosis de mantenimiento inicial del medicamento
anticoagulante tuvo una media de 24.1 mg/semana y la media del periodo de

seguimiento de los pacientes fue de 33 dias.

Los valores obtenidos durante la segunda visita fueron 2.63 para el INR, una dosis de
mantenimiento de 25 mg/semana y un 45.5% de pacientes dentro de rango

terapéutico.

Los pacientes que no se ubicaron dentro de rango terapéutico recibieron un ajuste de
dosis basado en los valores del INR obtenidos durante la primera visita, 46% de ellos
recibieron un incremento de la dosis semanal (INR<2) y el 54% restante una
disminucién (INR>3.5).

7.3.2 Concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y el
metabolito hidroxilado.
Se monitorizaron las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y
su metabolito hidroxilado La media de los valores de concentracion para ambos
analitos durante la primera visita fue de 2.34 y 0.159 pg/mL para el medicamento
anticoagulante y su metabolito hidroxilado, respectivamente. Durante la segunda visita
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fue de 2.35 y 0.161 pg/mL para el medicamento anticoagulante y su metabolito
hidroxilado, respectivamente. Se obtuvo el ratio metabdlico como el cociente de ambas
concentraciones obteniendo un valor de 21.8 para la primera visita y 30.6 para la

segunda visita.

Se efectud un analisis de regresién univariada para determinar el grado de asociacion
entre las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante, el metabolito

hidroxilado y el ratio metabdlico con la dosis del medicamento anticoagulante.

Se observa que las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante
respecto a la dosis de mantenimiento tienen un coeficiente de correlacién de 0.45 y
0.64 para la visita 1y 2 respectivamente, ambos con significancia estadistica (p>0.05),
mientras que las concentraciones plasmaticas del metabolito y el ratio metabdlico no

resultaron ser significativas respecto a la dosis de mantenimiento.

7.3.3 Genotipificacion del polimorfismo VKORCL1
El andlisis de genotipificacion se efectud en todos los pacientes incluidos en el estudio
observando un incremento de la fluorescencia respecto a la fluorescencia basal del
control negativo. La genotipificacion mostro la presencia de las 3 variantes polimoérficas

en la poblacion de estudio.

Se compararon las frecuencias genotipicas observadas respecto a las reportadas en
el estudio de Villegas y cols. (2015), efectuado en 300 mexicanos mestizos
pertenecientes a los estados de Guanajuato, Guerrero, Yucatan, Zacatecas, Veracruz
y Sonora (51). Se observan frecuencias muy similares a los reportados en el presente

estudio.

Se efectu6 el analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg calculando las frecuencias
alélicas observadas y esperadas. Se observa que la poblacion estudiada se encuentra

en equilibrio.
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Se estratificd a los pacientes en funcién de su genotipo y se analizé su relacién con la
dosis de mantenimiento del medicamento anticoagulante expresada en mg/semana.
Se observan diferencias significativas cuando se comparan los pacientes con genotipo
“GG” y el genotipo “AA”, lo que indica que los pacientes pertenecientes a este Ultimo
requieren dosis de mantenimiento mas bajas con respecto a los no presentan el
polimorfismo. Esta relacion que se vuelve aln mas significativa durante la visita 2

posterior a la modificacion de dosis que se efectud con base en los valores del INR.

Los valores del INR también se estratificaron en funcion del polimorfismo. En la figura
14.A se observa que durante la visita 1 lo pacientes con la variante polimoérfica AA
poseen valores mas altos en comparacion a la variante GG. Posterior al ajuste de dosis

en la visita 2 esta tendencia desaparece.

7.3.4 Deteccion de interacciones medicamentosas
Se detectd un total de 123 interacciones en el esquema de medicacion de todos los
pacientes incluidos en el estudio (73% se encontraba en polifarmacia). Del total de
interacciones observadas poco mas de la tercera parte (37.3%) corresponde a
interacciones con el medicamento anticoagulante, con una mediana de 1.5 y un rango

de 1 a 7 interacciones.

La clasificacion de las interacciones con el medicamento anticoagulante en funcion de
su severidad mostré que poco mas de la tercera parte posee una severidad moderada,
asociados principalmente a diuréticos, mientras que las de severidad mayor se
asociaron a medicamentos inhibidores del metabolismo hepatico. Finalmente, las de
severidad menor se asociaron mayoritariamente a medicamentos que disminuyen la

vida media de los factores de coagulacion.

La clasificacion de las interacciones en funcion de su mecanismo de accion,
farmacocinético o farmacodinamico, mostraron proporciones muy similares, 42.5% vy
57.4%, respectivamente. Las de tipo farmacocinético se asociaron mas a la presencia
de medicamentos que interferian a nivel hepatico con el metabolismo del medicamento

anticoagulante, inhibiendo a las isoenzimas del citocromo p450 como el alopurinol, el
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omeprazol, la amiodarona y la glibenclamida. Las interacciones de tipo
farmacodinamico se asociaron principalmente a medicamentos que interfieren con los
factores de coagulacion, ya sea inhibiendo su metabolismo (levotiroxina) o
favoreciendo su incremento o disminucién en el plasma sanguineo (clortalidona vy

espironolactona).

Finalmente, la clasificacion de las interacciones en funcion del efecto observado
mostré una mayor frecuencia en aguéllas que producen una potenciacion del efecto
anticoagulante (74%) a diferencia de aquéllas que producen una disminucion de este
(26%), sin embargo, 8 pacientes (36%) presentan dentro de su mismo esquema de
medicacion ambas interacciones (potenciacion y disminucion), por lo que el efecto final

observado entre interacciones se podria contrarrestar.

7.3.5 Determinacion del consumo de vitamina K
Se determind la ingesta dietética de vitamina K de todos los pacientes incluidos en el
estudio, obteniendo una media de 36.7 = 23.2 ug/dia. EI consumo se estratificd en los
6 diferentes grupos de alimentos que el CFC evalua. Se determind que el grupo con
mayor aporte de vitamina K corresponde a los vegetales y frutas, mientras que las
grasas y las carnes resultaron ser el grupo de alimentos con menor aporte de vitamina
K. Durante la realizacion del cuestionario, se les interrog6 a los pacientes si tenian
conocimiento previo sobre la restriccion en el consumo de alimentos ricos en vitamina
K, al respecto, el 100% de los participantes indicé que en su institucién de salud fueron

orientados con asesoria nutricional.

7.3.6 Andlisis de regresion univariada
Se evaluo el grado de asociacion entre cada covariable y el INR mediante un analisis
de regresion univariada con los datos obtenidos de la visita 1 y visita 2. No se obtuvo

ninguna covariable significativa.

Adicionalmente se evalué la correlacién entre las covariables y la magnitud del cambio
observado en el INR (Delta INR). La Unica covariable que resulto ser significativa es el

delta INR con la dosis de mantenimiento con un valor de r=0.64 y p=0.002.
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7.3.7 Andlisis de regresion multivariada
Posterior a observar el efecto de las covariables de forma independiente con el INR,
se procedio al analisis de regresion lineal multivariada. Dada las limitaciones de la
muestra (n=22), la construccion de los modelos de regresion se definié estableciendo
como maximo 3 covariables explicativas de la variable dependiente (INR) para cada
modelo, si una variable de las tres no presentaba significancia, se eliminé la que
presentaba mayor valor de p y se sustituyé por otra variable para correr un nuevo

modelo;
INR ~ Xa + Xb + Xc

Se construyeron 3 diferentes modelos, dos empleando los valores de INR obtenidos
de la primera y segunda visita, y un tercero empleando los deltas de dichas variables.
Los deltas fueron calculados como la diferencia de los valores obtenidos en la segunda

visita menos los obtenidos en la primera visita.

Los modelos construidos cumplieron la condicion de tener como maximo 3 covariables
explicativas, por lo cual fue se evalu6 cada una de las posibles combinaciones entre

ellas.

Los modelos de mejor ajuste se eligieron con base al nimero de covariables
significativas (p<0.05) y coeficiente de determinaciéon mas elevado (R?). Los modelos
elegidos se describen a continuacion.

7.3.7.1 Modelo “Visita 1”
Por andlisis de regresion lineal multiple se evalu6 la variabilidad del INR empleando
los datos obtenidos durante la visita 1. EI modelo de mejor ajuste incluyé a las
covariables: Dosis del medicamento anticoagulante, concentraciones plasmaticas del

medicamento anticoagulante y el polimorfismo genético VKORC1 1639.

En este modelo el polimorfismo genético muestra una asociacion positiva con el INR
(p=0.001, eta?=0.513) ademas de las concentraciones plasmaticas del medicamento
anticoagulante, mientras que con la dosis del medicamento anticoagulante mostré una
asociacion negativa. Estas dos Uultimas covariables no presentaron significancia
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estadistica. EI modelo completo mostrd significancia estadistica (p=0.002) y logra
explicar el 58.4% de la variabilidad del INR.

7.3.7.2 Modelo “Visita 2”
Por andlisis de regresion lineal multiple se evalud la variabilidad del INR empleando
los datos obtenidos durante la visita 2. El modelo de mejor ajuste incluyé a las
covariables: Indice de Charlson, concentracién plasmatica del medicamento

anticoagulante y la concentracion plasmatica del metabolito hidroxilado.

En este modelo las tres covariables muestran una asociacion positiva y significativa
con el INR (p<0.05) y el modelo completo logré mostrar significancia estadistica y
explica el 70.8% de la variabilidad del INR, indicando que la edad y las comorbilidades
(incluidas en el ICH), asi como las concentraciones plasmaticas del medicamento
anticoagulante y su metabolito podrian considerarse como los mejores predictores de

la respuesta terapéutica a el medicamento anticoagulante.

7.3.7.3 Modelo “Deltas”.
Por analisis de regresion lineal multiple se evalud la variabilidad del delta observado
en el INR. El modelo de mejor ajuste incluy6 a las covariables: indice de Charlson, el
delta de las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y delta de

la dosis del medicamento anticoagulante.

En este modelo las covariables ICH y DeltaCPW muestran una asociacién positiva y
significativa con el delta del INR (p<0.05). Se observa que la covariable DeltaCPW, se
encuentra en el limite de la significancia (p=0.055), sin embargo, al ser una variable
gue se correlaciona directamente con la clinica se optd por mantenerla dentro del
modelo. El modelo completo logré mostrar significancia estadistica (p=0.002) y logra

explicar el 37.2% de la variabilidad del delta en el INR.
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8. Discusion de resultados
En el presente estudio se implementé un método de cuantificacion por la técnica de
HPLC para la determinacion de las concentraciones plasmaticas del medicamento
anticoagulante y metabolito hidroxilado. Si bien se ha popularizado el uso de técnicas
mas sofisticadas como la cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion (UPLC)
acoplado a un detector de masas, la implementacion de este tipo de metodologias
involucra la utilizacién de una gran cantidad de insumos lo que se refleja en un

incremento de los costos de analisis de hasta un 50% (43).

Dentro de las principales diferencias respecto al uso de la técnica de UPLC se
encuentran el uso de solventes con altos grados de pureza, estandares de internos
deuterados, la instalacion de gases de nitrdgeno/argén y el acondicionamiento de las
instalaciones. Si bien esto se ve reflejado en la alta sensibilidad y especificidad del
método (deteccion en orden de magnitud de hasta picogramos), se optd por la técnica
de HPLC debido a que el orden de magnitud de los analitos de interés se encuentra
en nanogramos, facilmente detectable por esta técnica (55). De este modo es posible
alcanzar el equilibrio perfecto entre costo-beneficio para el andlisis de muestras por

esta metodologia analitica.

Para el método analitico se tom6 como referencia el trabajo publicado por Locatelli y
cols. (41), el cual se optimiz6 y adapté a las necesidades del estudio. Dentro de las
principales modificaciones realizadas al método fue ajustar el pH de la fase mdvil, la
longitud de onda del detector, el gradiente de disolventes y el flujo. Dichas
modificaciones permitieron obtener tiempos de corrida menores y un menor gasto de

insumos.

Respecto al método de extraccion en muestras de plasma, la gran mayoria de las
técnicas publicadas hace uso de extraccion en fase solida (39,42,56), lo que da ventaja
a emplear volumenes mas pequefios de muestra; sin embargo, involucra costos
mayores. Gran parte de los estudios reportados que no emplean fase sdlida
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(18,41,57,58) requieren la utilizacion de grandes volimenes de muestra (hasta 1 mL
de plasma), siendo esta una ventaja del método propuesto ya que no se emplea fase

solida y el volumen de plasma requerido es muy pequeiio.

Ademas de las ventajas del método de bioandlisis estandarizado, se demostré que es
lineal, preciso y exacto en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. Se
cumplieron con los criterios de validez sefialados por la NOM-177-SSA-2013 (59),
indicando que el método implementado es aceptable para el analisis de muestras

plasmaticas de pacientes en tratamiento con el medicamento anticoagulante.

Se determiné que las muestras son estables durante un periodo de 120 dias
almacenadas a una temperatura de -80°C. Dadas las limitaciones de tiempo para la
realizacion de este estudio solo fue posible evaluar 4 meses, sin embargo, Locatelli y
cols. reportan una estabilidad a largo plazo hasta de 15 meses a una temperatura de
-20°C para ambos, el medicamento anticoagulante y su metabolito hidroxilado. Para
los fines del presente estudio, 4 meses se consideré como un periodo razonable para
analizar la muestra posterior a su recoleccién, por lo que seria interesante evaluar un
periodo de tiempo mas largo para hacer una comparaciéon directa con dicho estudio.
El andlisis de estabilidad también indicd que las muestras son estables después de 3
ciclos de congelacién — descongelacion similar a los reportado por Zuo y cols.,
tolerando de igual forma, 3 ciclos congelacion — descongelacion de 24 horas cada uno,

empleando las mismas condiciones de almacenamiento a -80°C.

En la fase clinica se observo mayor prevalencia de EV con respecto a FA (4:1); las EV
se distribuyeron en remplazo mecanico mitral y aortico concordando con lo reportado
por Aluru y cols. en el 2022, donde se establece que en el contexto mundial las EV
mas frecuentes son la insuficiencia mitral (24 millones de casos) y la estenosis adrtica

(9 millones de casos) (60).
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Durante la primera visita y con base en el INR, el 68% de los pacientes se encontraba
fuera de rango terapéutico, observando proporciones similares de aquellos que
requirieron un incremento de la dosis con respecto a los que se les disminuy6; lo
anterior, evidencia la necesidad de individualizar la dosis del medicamento
anticoagulante de manera estrecha en pacientes con afecciones cardiovasculares.
Posterior a la intervencion, el porcentaje de paciente dentro del rango terapéutico para
INR, increment6 un 15%, sin embargo, 11 pacientes aun continuaban con valores de
INR fuera de rango terapéutico, evidenciando que los ajustes de dosis basados
solamente en el INR no son totalmente efectivos.

Esto se demuestra de manera similar en el estudio desarrollado por Schulman y cols.
en el cual participaron 160 pacientes con INR estable sin ajustes de dosis en los
ultimos 3 meses con valores de INR fuera de rango terapéutico. Fueron divididos en
dos grupos, al primer grupo no se le efectud ajuste de dosis y al segundo se le efectud

ajuste de dosis basado en los valores del INR.

El porcentaje fuera de rango terapéutico fue de 29.7% para aquellos a los cuales no
se les ajusto la dosis y de 25.7% para aquellos a los que si se les modifico. Se observa
gue los ajustes de dosis empiricos basados en el INR no generan un gran cambio en
la tasa de éxito terapéutico. Lo anterior también se puede asociar con altos porcentajes
fuera de rango terapéutico (<60%) que las instituciones de salud reportan en este tipo
de pacientes (4,5,61), indicando que las fluctuaciones en los niveles de INR no
dependen unicamente de la dosis del medicamento anticoagulante.

Una de las principales limitantes del presente estudio fue que no se unificaron los
tiempos de muestreo de todos los pacientes. Sin embargo, se establecié que el tiempo
de la toma de muestra fuera como minimo 12 h post dosis, de modo que se aseguré
el periodo de absorcién y distribucion del medicamento, cuya duracion esta reportada
entre 4 y 7 horas (16). El régimen posologico indicado para el medicamento
anticoagulante es de 1 toma cada 24 horas, por lo que los pacientes suelen realizar la
administracion del medicamento por las mafianas o por la noches. Esta situacion

puede representar un posible sesgo de los resultados obtenidos al no unificar la
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administracion del medicamento a una misma hora. Sin embargo, estudios previos han
reportado que, una vez alcanzado el estado estacionario, el horario de la toma del
medicamento no influye en la variabilidad del INR y no se encuentra relacionado con
valores del INR fuera de rango terapéutico (62), lo anterior descarta que la hora de
administracion haya implicado un sesgo en la obtencion de los datos durante la

realizacion del estudio.

Se obtuvieron valores medios de las concentraciones plasmaticas del medicamento
anticoagulante, 2.34 + 0.84 pg/mL para la visita 1 y de 2.35 = 1.01 pg/mL para la visita
2 y coinciden con los resultados previos de Kumar y cols., y Kulkarni y cols., quienes
reportan una media de 3.47 £ 1.87 (n=178) y 3.01 + 2.48 (n=25) respectivamente
(56,63). En ambos estudios se empledé la técnica de HPLC para efectuar la

cuantificacion.

El andlisis de correlacion entre las concentraciones plasmaticas del medicamento
anticoagulante y el INR mostré coeficientes de determinacion en el orden de R?=0.018
(p=0.47) para la visita 1 y R?=0.189 (p=0.06) para la visita 2. Dichos resultados son
similares a los reportados por Gemmati y cols., Lombardi y cols. y Sun y cols.
(17,38,60), los cuales reportan R?=0.04, R?=0.25 y R?=0.3 respectivamente, indicando

de igual forma la baja asociacion entre estos dos parametros.

La media obtenida de la concentracion plasmética del metabolito hidroxilado fue de
0.159 £ 0.096 y 0.161 + 0.114 pg/mL para la visita 1 y 2 respectivamente. Se observan
concentraciones similares a las reportadas por Locatelli y cols. (41), los cuales
aplicaron una metodologia por HPLC. Dichos autores reportan una media de
concentraciones de 0.154 + 0.073 pg/mL (n=204). A manera de contraste Zuo y cols.
(64) al emplear la técnica de UPLC masas/masas para la cuantificacién del metabolito
hidroxilado reportan una media de 0.116 + 0.066 pg/mL (n=30). Pese a la diferencia

de las técnicas analiticas empleadas, se observan valores muy similares.
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Se observo que la correlacion entre la dosis de mantenimiento semanal y su metabolito
hidroxilado poseen coeficientes de determinaciéon muy bajos, R?=0.131 (p=0.11) para
la visita 1 y R?=0.058 (p=0.334) para la visita 2. Esta relacién se podria explicar seguin
lo reportado por Kumar y cols. (56), que indica que los pacientes bajo una dosis de
mantenimiento (menor a 2.5 mg/diarios) presentan una tendencia a producir mayores
cantidades de metabolito hidroxilado, mientras que en los pacientes con una dosis de
mantenimiento mas alta (mayor a 8.5 mg/diarios) la concentracion del metabolito ya
no incrementa. Kumar y cols., discuten que el proceso de metabolismo hepético del
medicamento anticoagulante es un proceso saturable, razén por la cual no es posible
observar un incremento en la producciébn de metabolito si la concentracién del
medicamento anticoagulante también aumenta. De manera clinica esto explicaria la
razon por la que los pacientes con dosis de mantenimiento alto pueden llegar a generar
una respuesta terapéutica incrementada de manera espontanea, lo que implicaria que
la via metabdlica en esta paciente se encuentra saturada, lo que favorece la

bioacumulacion del medicamento anticoagulante.

Respecto al polimorfismo estudiado, éste tiene una implicacion farmacodinamica, es
decir no modifica los niveles plasmaticos del farmaco, si no que promueve una
disminucién en la expresion de la enzima epdxido reductasa, diana terapéutica del
medicamento anticoagulante. El medicamento anticoagulante establece una inhibicion
parcial de esta enzima, por lo que, al verse reducida su expresion, se producira una
inhibicion total que genera una respuesta farmacoldgica incrementada. Se determiné
la presencia de las 3 variantes genotipicas del polimorfismo VKORC1 (1639) en la
poblacion de estudio. Las frecuencias genotipicas obtenidas para las variantes GG,
GA y AA fueron de 36, 50 y 14%, respectivamente. Al respecto, Villegas y cols. (27),
al realizar un estudio en poblacion mexicana, reportaron una frecuencia de 33% para
la variante GG, 47% para la variante GA y 20% para la variante AA. Con las frecuencias
obtenidas se efectud el analisis de Hardy-Weinberg (p=1) indicando que la poblacién

de estudio se encuentra en equilibrio y sigue los principios de herencia mendeliana.
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La estratificacion de los grupos en funcion de su genotipo y la dosis de mantenimiento
semanal con los datos obtenidos de la visita 1 revel6 que los pacientes con la variante
GG requieren de una dosis mayor (30£10.6 mg) comparado con la variante AA, que
requiere una dosis menor (12.5+2.5 mqg). Las diferencias de la dosis de mantenimiento
en ambos grupos mostraron significancia estadistica (p<0.05), similar a lo reportado
por Cavallari y cols., con datos de 50 pacientes hispanoamericanos (89% de
ascendencia mexicana). Los autores no solo observaron una diferencia significativa en
la dosis de mantenimiento de las variantes GG y AA, sino también al comparar la
variante GG con GA. donde no solo se observo una diferencia significativa en la dosis
de mantenimiento de las variantes GG y AA, sino también al comparar la variante GG
con GA. Por la diferencia en el nUmero de participantes, en el presente estudio esta
diferencia no pudo ser detectada (65).

Posteriormente con los datos obtenidos en la visita 2, dicha relacion se volvié aun mas
significativa (p<0.01), ya que, posterior a la intervencion en los pacientes, se observo
un ligero incremento de la dosis para los individuos pertenecientes al genotipo GG
(32.5 mg £11.2) y una ligera disminucién para los individuos del genotipo AA (10.8+2.6
mgQ). Liy cols. (66) sefialan que la deteccion de este polimorfismo toma gran relevancia
en aquellos pacientes que inician su terapia anticoagulante; de manera usual las guias
de practica clinica sugieren iniciar el tratamiento con el medicamento anticoagulante
empleando una dosis estandar de 5 mg/dia (18), por lo que los pacientes con la
variante alélica AA podrian incrementar el riesgo de sangrado durante los primeros
dias de tratamiento. En tales circunstancias, la deteccion de este polimorfismo

permitira ubicar en cual rango de dosis es factible iniciar dicho tratamiento.

Adicionalmente se efectuo el andlisis del INR estratificandolo en las tres variantes del
polimorfismo. Durante la visita 1 se observo que los pacientes con la variante AA
presentaron valores de INR mayores comparados con los de la variante GG (p<0.05).

Yey cols. (67), sefalaron que en pacientes de origen chino la variante AA es superior
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al 80%. Estos pacientes al iniciar su terapia anticoagulante durante la fase de
estabilizacion tienden a presentar valores superiores de INR (1.87 + 0.14) en
comparacion a la variante GA (1.32 = 0.15). En dicho trabajo se discute que una vez
alcanzada la fase de equilibrio esta tendencia se pierde, por lo que se podria inferir
que la velocidad con la que el INR se modifica posterior a un ajuste de dosis es superior
en los pacientes con la variante AA, por lo cual estos pacientes podrian requerir

consultas de re-evaluacion con periodos de tiempo mas reducidos.

Respecto a las interacciones farmacoldgicas, el 73% de los pacientes incluidos en el
estudio se encontraban en polifarmacia; debido a la presencia de comorbilidades tales
como hipertension, diabetes, dislipidemias, hipotiroidismo e insuficiencia renal que
requieren de una mayor prescripciéon de medicamentos se detectaron 46 interacciones
con el medicamento anticoagulante, la mayoria con una severidad moderada (68%).
Otros autores como Mohamed y cols., que incluyé a 340 pacientes en un estudio
prospectivo, determiné la presencia de un total de 58 interacciones con el
medicamento anticoagulante. A manera de contraste, dada la gran prevalencia de
enfermedades cardiovasculares y enddcrinas en territorio mexicano, se ha catalogado
a México como un pais con altos niveles de prescripcién de medicamentos y practica
comun de la polifarmacia (68), lo que explicaria la alta incidencia de interacciones en
la poblacién de estudio, los que representa una problematica no solo para el

medicamento anticoagulante si no, de manera general para el uso de medicamentos.

Las interacciones farmacocinéticas, tal como lo menciona Wittkowsky (69), se asocian
mayoritariamente a los medicamentos que interfieren con el metabolismo hepético.
Dado que la poblacion de estudio presentd diferentes afecciones cardiacas y las
comorbilidades mas frecuentes fueron diabetes, hipertension, dislipidemias,
hipotiroidismo e insuficiencia renal, los medicamentos en concomitancia asociados a
estos efectos fueron la amiodarona, alopurinol y la glibenclamida. Destaca la
amiodarona debido a su alta tasa de prescripcion en poblacion con afecciones

cardiacas cuyo efecto como inhibidor enzimatico a nivel hepatico ya se ha reportado
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en estudios previos (3). El estudio retrospectivo de Holm y cols., efectuado a 754
pacientes suecos que iniciaban tratamiento con amiodarona reporto que en el 37% de
los pacientes tuvieron un incremento del INR observando valores mayores 3, por lo
cual se requirié disminuir la dosis del medicamento anticoagulante un 25% para

mantenerlos dentro del intervalo terapéutico respecto a los valores del INR.

A nivel farmacodinamico, Wells y cols. (26), mencionan que los mecanismos de
interaccion se encuentran principalmente asociados a interferencias con los factores
de coagulacién y medicamentos como levotiroxina (medicamento prescrito con alta
frecuencia en la poblacion estudiada), induce el metabolismo y degradacion de estos
factores. El estudio realizado por Wood y cols., indica que no existe implicacion clinica
de esta interaccion al no observarse diferencias significativas en el INR y la dosis de
mantenimiento en los pacientes antes y después de iniciar su tratamiento con
levotiroxina (n= 102, p=0.068) (70).

Por otro lado, diuréticos como la clortalidona y espironolactona se encuentran
mayoritariamente asociados a la hemoconcentracion de los factores de coagulacion,
lo que provoca un incremento de la capacidad de coagulacién de la sangre reduciendo
el efecto terapéutico del medicamento anticoagulante. Sin embargo, el estudio
reportado por Edwards y cols. (71), indica que dicha interaccion no mostré relevancia
clinica tras analizar retrospectivamente 123 pacientes que iniciaban su tratamiento con
diuréticos en concomitancia con el medicamento anticoagulante. En dicho estudio no
lograron registrar diferencias significativas en el INR antes y después de iniciar
tratamiento con diuréticos (p= 0.09), observandose una variacion media de 0.17

unidades en los valores del INR sin relevancia clinica en los pacientes estudiados.

Si bien se ha reportado el efecto de dichas interacciones por separado, a nivel clinico
los pacientes suelen presentar dentro de un mismo esquema de medicacion multiples
interacciones. Esto da origen a sinergismos o0 antagonismos, lo que complica predecir

el efecto final observado. Gomez y cols., al evaluar el efecto de la polifarmacia y la
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respuesta terapéutica a el medicamento anticoagulante a partir del nimero de
medicamentos prescritos, reportaron que los pacientes con 3 o mas medicamentos
prescritos presentaron tiempos en rango terapéutico inferiores al 65%, lo cual es un

indicativo de que la polifarmacia esta claramente asociada al fallo terapéutico (5).

Respecto a la ingesta dietética de vitamina K, Zuchinali y cols. (24), indican que el
consumo recomendado para una persona en tratamiento con anticoagulantes debera
ser menor a 90 pg/dia en el caso de mujeres y 120 pg/dia para hombres. En ninguno
de los pacientes incluidos en el estudio fue necesario realizar modificaciones en su
forma de alimentacion ya que su ingesta resultdé dentro de los valores deseables,
situacion que se explica debido a que 100% de los pacientes menciono haber recibido
asesoria nutricional por parte de su institucion de salud publica y tenian nociones

bésicas de qué alimentos evitar.

Durante la aplicacion del cuestionario se observé una tendencia en el consumo de
alimentos como la avena, el frijol y el huevo, cuyo aporte de vitamina K es
relativamente bajo. Dichos alimentos se asocian directamente a la dieta mexicana por
lo que, en la poblacion de estudio los alimentos ricos en vitamina K no figuran dentro
de la lista de los alimentos mas consumidos en territorio mexicano segun la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (72). Es importante considerar esta informacion al

valorar el efecto de esta covariable sobre los valores de INR en la poblacién estudiada.
Finalmente, se procedi6 a realizar la comparacion de los modelos de regresion

obtenidos en el presente estudio con los previamente reportados en la bibliografia
(Tabla 5).
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Tabla 5. Comparaciéon de modelos de regresion con los reportados en la bibliografia.

Autor “Tamafio de Variable . Asociacion del | Eta? | Variabilidad
L ” ; Covariables . ;
(Pais, afio) muestra dependiente intercepto (bx) (%) explicada
MODELOS REPORTADOS EN LA BIBLIOGRAFIA
CYP2C9 variante 3* =
. Edad -
Dosis el -
Hillman cols medicamento Superficie corporal u
. 4 . 2 _ . 0
(EUA. 2004) 53 anticoagulante Superficie corporal NR 33.7%
. Remplazo valvular +
(mg/dia) -
Diabetes -
Edad x Diabetes -
is ol CYP2C9 variante 1/2* 0 1/3* - 11.0
Herman y cols n';g d(iE:)Z:wI:neto CYP2C9 variante 2/2*, 2/3* o 3*/3* - 16.0
) i 59 ) - ) 0
(Slovenia, 2005) anticoagulante) Edad - 7.0 37%
. Inductores del metabolismo + 2.0
(mg/dia)
Peso magro + 1.0
VKORC1 1639 (Ausente/ Presente) - 25.0
Superficie corporal + 9.0
CYP2C9 variante 3* - 6.0
Ln (Dosis el Edad (por década) - 5.0
Lenzini y cols. medicamento CYP2C9 variante 2* - 5.0
1005 ) .19
(EUA, 2008) anticoagulante) INR objetivo + 1.0 53.1%
(mg/dia) Amiodarona - 1.0
Fumador + 0.4
Raza africana-americana - 0.4
Tromboembolismo venoso + 0.3
Edad - 2.5
| | Dosis el Inhibidores del metabolismo - 8.7
?(?Z?o)r/n;?as. 145 medicamento Inductores del metabolismo + 45 47.4%
' anticoagulante CYP2C9 2* - 3.3
2010) .
(mg/dia) CYP2C9 3* - 5.6
VKORC1 1639 (GG, GA, AA) - 22.8
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) VKORC1 1639 (GG, GA, AA) - 30.3
Cavallari y cols nlw_gd(iIzZ:;:netlo CYP2C9 2" 0¥ - 8.2
(USA, 2011) 50 anticoagulante) Edad — . 8.2 25%
(mg/dia) Superficie corporal + 3.7
Tromboembolismo venoso + 4.5
Cp de warfarina (ug/mL) p=0.142
. Cp de 3-OH warfarina (ug/mL) p=0.002
Gemn?atl y cols. 133 INR Dosis semanal (mg/semana) NR p=0.076 NR
(Japén, 2016)
CYP2C9 p=0.317
VKORC1 p=0.866
MODELOS DESARROLLADOS EN EL ESTUDIO
Rodriguez y Dosis del medicamento - 0.1
cols. INR anticoagulante (mg/semana)
(México, 2022) 22 Cp del medicamento anticoagulante + 7.0 58.4%
Modelo “Visita 1” (ug/mL)
VKORC1 1639 (GG, GA, AA) 51.3
Rodriguez y indice de comorbilidad de Charlson + 9.7
cols. INR Cp del medicamento anticoagulante + 41.6
(México, 2022) 22 (ug/mL) 70.6%
Modelo “Visita 2" Cp de metabolito hidroxilado + 19.3
(ug/mL)
Rodriguez y Indice de comorbilidad de Charlson + 1.4
cols. A INR A Dosis del medicamento + 17.9
(México, 2022) 22 anticoagulante (mg/semana) 37.2%
Modelo “Deltas” A Cp del medicamento + 17.9

anticoagulante (ug/mL)
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Como se puede observar en la Tabla 5, la mayoria de los modelos reportados emplean
como variable dependiente a la dosis del medicamento anticoagulante tanto en su
forma simple como transformada a logaritmo natural, siendo unicamente el modelo de
Gemmati y cols. el que analiza como variable dependiente al INR. Es evidente la falta
de estudios y la construcciéon de modelos que evallen la variabilidad del INR, en los

gue se realiza un abordaje desde el punto de vista farmacodindmico y no posolégico.

De los modelos analizados, destaca la inclusiéon de covariables tales como la superficie
corporal y el peso magro, covariables que no fueron incluidas durante el desarrollo de
los presentes modelos. Sin embargo, en los modelos propuestos por Lenzini y cols.,
asi como el de Cavallari y cols., los cuales incorporan la superficie corporal como
covariable, reportan valores de Eta? muy bajos, 0.09 y 0.037 respectivamente, lo que

significa que dicho parametro nos es determinante en la variabilidad de la dosis.

En el modelo desarrollado por Herman y cols., la inclusion de la composicién corporal
se realiz6 en forma del peso magro y report6 valores de Eta? de 0.01. Al respecto Xue
y cols., sefialan que la composicion corporal no influye en el volumen de distribucion y
aclaramiento del medicamento anticoagulante debido a que su distribucion esta
limitada Unicamente al compartimento central (sangre), dada su alta unién a proteinas
y baja liposolubilidad (22). En la presente investigacion no se incluyo esta covariable,
sin embargo, una perspectiva interesante del estudio seria evaluar esta tendencia

cuando la variable dependiente es el INR.

Respecto al abordaje de las interacciones farmacoldgicas los Unicos modelos que
incluyen esta covariable dentro de su analisis son los reportados Herman y cols., Isaza
y cols. y Lenzini y cols. La inclusion de la covariable se realiz6 como ausencia o
presencia de medicamentos que induzcan o inhiban el metabolismo del medicamento
anticoagulante, por lo que dichos autores solo evaluaron las interacciones de tipo
farmacocinético. Para el modelo Lenzini y cols., se observa que la adicion de esta
covariable solo se realiza respecto a la ausencia o presencia de amiodarona por lo que
el abordaje de las interacciones en estos modelos es limitado. En el modelo de Isaza

y cols., se observa la influencia de las interacciones en la variabilidad de la dosis con
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Eta? de 0.08 y 0.04 para los inductores e inhibidores del CYP2C9, respectivamente. A
diferencia de los modelos previamente reportados, los modelos desarrollados en el
presente estudio incluyeron a las interacciones como una covariable continua. Pese a
esta diferencia, no se logré observar significancia estadistica, sin embargo, su efecto
sobre la variabilidad del INR no se puede descartar completamente dado el tamafio de

muestra.

La totalidad de los modelos incluyen como covariables al CYP2C9 y VKORC1 1639.
El polimorfismo CYP2C9 fue incluido como ausencia o presencia de las variantes 2* y
3* las cuales estan asociadas a un fenotipo de metabolizador lento, mientras que el
polimorfismo VKORC1 1639 se incluyo estratificado en las tres variantes polimorficas
(GG, GAy AA), aspecto que se considero en el presente estudio.

Se observa que para todos los modelos, dichas covariables presentan los mayores
valores de Eta?, atribuyéndoles el mayor porcentaje de la variabilidad explicada para
la dosis del medicamento anticoagulante. Esta situacion no se refleja en el modelo de
Gemmati y cols., y en los modelos propuestos del presente estudio debido a que la
variable dependiente es el INR.

Como se menciond previamente el polimorfismo CYP2C9 no fue incluido en este
estudio dada su baja prevalencia en la poblacién estudiada, contrario a lo que sucedié
con el polimorfismo VKORC1 1639, el cual resulté ser significativo con los datos
recopilados de la visita 1. Dicha covariable dej6 de ser significativa con los datos de la
visita 2 posterior al ajuste de dosis efectuado en los pacientes. Tal como sefiala Li y
cols., una vez determinado en cual rango de dosis ubicar al paciente, éste deja de
tener influencia sobre los valores del INR, razén por la cual su deteccion esta

recomendada al inicio del tratamiento(20,66).

Respecto a la factores clinicos y comorbilidades todos los modelos los incluyen pero
abordados de diferente manera. El modelo de Hillmany cols., incluye covariables como
la edad y a la ausencia o presencia de diabetes y considera si los pacientes tienen

remplazo valvular. En lo que respecta a los modelos de Lenzini y cols. y Cavallari y
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cols., se hace especial énfasis al tromboembolismo venoso. De manera general, se
observa que el abordaje de los factores clinicos y comorbilidades en dichos modelos
es muy limitado u orientado a patologias muy especificas, lo cual puede contribuir al
ajuste final del modelo dado que sus valores de Eta? son 0.04 y 0.003,
respectivamente. En comparacion a los modelos desarrollados en el presente estudio,
las comorbilidades y la edad se integraron en un solo parametro, el ICH, covariable
gue demostro tener una influencia positiva y significativa sobre los valores de INR, lo
gue indica que a mayor edad y comorbilidades se espera un incremento de los valores
del INR (Eta?=0.097).

Por otro lado, la ingesta dietética de vitamina K no es incluida en ninguno de los
modelos recuperados en la bibliografia. Pese a la gran evidencia reportada sobre la
influencia de una dieta rica en vitamina K y la terapia anticoagulante (24,47,73) pocos
estudios han realizado su abordaje de manera conjunta con otros factores. En la
presente investigacion, la ingesta dietética de vitamina K expresada en pg/dia fue
incluida durante la construccion de los modelos de regresion multiple, sin embargo

ésta no mostro significancia estadistica.

Una de las principales diferencias respecto a los modelos reportados es la inclusion
de las concentraciones plasmaticas como covariables. De los 6 modelos analizados el
anico que incluye concentraciones plasmaticas como covariables es el reportado por
Gemmati y cols. En dicho estudio se indica que el metabolito hidroxilado en la posicion
3 (metabolito activo), es el Unico que posee significancia estadistica en el andlisis de
regresion multivariado respecto a los valores de INR. Comparado al modelo construido
en la presente investigacion se encontré que las concentraciones plasmaticas del
medicamento anticoagulante, el metabolito hidroxilado y el indice de comorbilidad de
Charlson logran explicar hasta el 70% de la variabilidad del INR, datos que en el

modelo de Gemmati no se reportan.

Dado que 5 de los 6 modelos analizados incluyen como variable dependiente la dosis
del medicamento anticoagulante, no fue posible realizar un comparacion directa del

grado de variabilidad explicada reportado en cada modelo, sin embargo se denota que
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el modelo de Lenzini y cols, asi como el de Cavallari y cols., fueron los que mayor

porcentaje de variabilidad explicada de 53% y 55%, respectivamente.

En resumen:

Se estandarizé un método analitico por HPLC/UV-Vis para la cuantificacion
simultdnea del medicamento anticoagulante y su metabolito hidroxilado en
plasma conforme a la NOM-177-SSA1-2013. El método fue lineal y demostré
ser preciso y exacto en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. Se
demostro la estabilidad de las muestras en condiciones de almacenamiento de
-80°C por 120 dias y 3 ciclos congelacion — descongelacién. El método fue util
para determinar las concentraciones plasmaticas del medicamento
anticoagulante y metabolito hidroxilado de los pacientes incluidos en el estudio.
Se identificé la presencia del polimorfismo VKORC1 (1639), obteniendo
frecuencias genotipicas similares a las descritas en la literatura y se determiné
gue la poblacion de estudio cumple con el equilibro de Hardy Weinberg.

Se evalud el esquema de medicacion de los pacientes incluidos en el estudio
identificando que el 73% de los pacientes se encontraba en polifarmacia. La
tercera parte de las interacciones detectadas en los pacientes incluidos en el
estudio fueron con el medicamento anticoagulante observando alta frecuencia
de aquéllas que producen una potenciacion del efecto anticoagulante.

Se evalud la ingesta dietética de vitamina K de los pacientes incluidos en el
estudio obteniendo valores dentro de los limites recomendados, esto debido a
gue los pacientes recibieron asesoria nutricional previo a la inclusién en el

estudio.
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9. Conclusiones
En el presente estudio se abordoé la variabilidad de la respuesta a el medicamento
anticoagulante desde el punto de vista farmacodinamico. EI modelo de regresion
propuesto logra explicar hasta el 70% de la variabilidad del INR empleando como
covariables el ICH, que incluye factores como la edad y las comorbilidades, asi como
las concentraciones plasmaticas del medicamento anticoagulante y las
concentraciones plasmaticas del metabolito hidroxilado, por lo que podrian ser
considerados como los mejores predictores de la respuesta terapéutica a el

medicamento anticoagulante.

La construccion de diferentes modelos explicativos sienta las bases para la
construccion de un futuro modelo predictivo. La inclusion de mas pacientes permitira
desarrollar un modelo mas robusto, cuya utilidad sea predecir un determinado valor de
INR a partir de los datos obtenidos en el paciente para ubicarlo de manera rapida y

sencilla dentro de rango terapéutico.
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11. Glosario

Accidente cerebrovascular: Bloqueo del flujo sanguineo que irriga al tejido cerebral

impidiendo su oxigenacion y suministro de nutrientes (12).

Aclaramiento: velocidad con la que un farmaco es eliminado de forma irreversible de

la circulacién sistémica (16).

Anticoagulante: Sustancia que reduce la capacidad coagulativa de la sangre
previniendo la formacion de trombos (34).

Antagonista: Compuesto que se une al receptor y no posee la capacidad activar la
via de sefalizacién correspondiente (2).

Biodisponibilidad: fraccién de la dosis administrada que logra alcanzar la circulacién

sistémica (16).

Blanco de matriz biolégica: muestra de matriz bioldgica a la cual no se le ha afadido
analitos (59).

Comorbilidad: Termino empleado para describir que dos o mas trastornos ocurren en

el mismo individuo (21).

Cromatografia de liguidos: Método de separacién de compuestos en funcién de su
polaridad donde la fase estacionaria se compone de un material sélido y la fase movil
de un liquido (57).

Curva de calibracion: relacion de la respuesta obtenida por parte del instrumento y

las concentraciones de los estandares (59).

Efecto acarreo: aumento en la sefial del analito en consecuencia del analisis de una

muestra anterior (59).

Efecto matriz: interferencias debido a la presencia de analitos presentes en la matriz
biologica (59).
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Estabilidad: pardmetro que mide la integridad de un analito en una matriz en

condiciones especificas de almacenamiento (59).

Estabilidad en ciclos congelacién — descongelacidn: se refiere a la estabilidad de

los analitos en la muestra al congelarse y descongelarse (59).

Estandar de referencia: sustancia quimica de pureza e identidad conocida, utilizada

para la preparacion de estandares y muestras control (59).
Exactitud: grado de proximidad del valor determinado con respecto al valor nominal.

Fibrilacién: Ritmo cardiaco irregular y rapido derivado de una contraccion irregular de

las fibras musculares cardiacas (74).

Interferencia: accion de los componentes de la matriz biolégica que pueden afectar la

cuantificacion del analito de interés (59).

indice normalizado internacional: Forma estandarizada del tiempo de protrombina

gue refleja el tiempo que tarda en coagularse la sangre (34).

Interacciones medicamentosas: Reaccion entre dos o mas medicamentos
modificando la magnitud y duracién del efecto o generando una respuesta distinta a la

esperada (75).
Precision: grado de concordancia entre una seria de mediciones (59).

Pretratamiento: procesamiento de una muestra que se ha sometido a diferentes

manipulaciones (extraccién, dilucién, etc.) (59).

Polimorfismo genético: Variaciones naturales de la secuencia de un gen que se

expresa en por lo menos el 1% de la poblacién (76).

Selectividad: parametro en que un método puede determinar un compuesto de interés
en las matrices seleccionadas sin que exista interferencia por parte de los

componentes de la matriz (59).
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Tiempo de protrombina: pardmetro que evalla el tiempo que tarda en coagularse la

sangre (35).

Porcentaje de tiempo en rango terapéutico: porcentaje del tiempo que el paciente

se encontraba dentro del intervalo de 2 a 3 respecto al INR (5).

Trombosis: Formacién de un coagulo de sangre dentro de circulacion sistémica que

interrumpe el flujo normal de la sangre (9).

Union a proteinas: porcentaje de interaccion de las proteinas en el organismo con los

farmacos administrados (25).

Valvulopatia: enfermedades que afectan el correcto funcionamiento de las valvulas
cardiacas impidiendo su correcto cierre o apertura interfiriendo con el correcto flujo de

la sangre a través de las cavidades cardiacas (10).
Vida media: tiempo en que un farmaco se reduce un 50% en el organismo (16).

Volumen de distribucién: Parametro que relaciona la concentracion de un farmaco

en el plasma con la cantidad total del farmaco en el organismo (16).
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