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RESUMEN

El indice internacional normalizado (INR), biomarcador empleado en la monitorizacion
de warfarina, esta modificado por diferentes factores que dificultan el ajuste de dosis.
En el presente estudio se evaluo el grado de asociacion entre dichos factores y el INR
por medio de un modelo de regresion lineal multivariada empleando los datos
obtenidos de 22 pacientes (64% mujeres), con rango de edad entre 33 a 72 afios con
diagnéstico de remplazo valvular (mitral y aértico) y fibrilacion auricular que se
encontraban en tratamiento con warfarina. EI modelo de mejor ajuste logro explicar
hasta el 70% de la variabilidad del INR (R? ajustada = 0.757 (p<0.001) e incluyé como
covariables a la edad, las comorbilidades y las concentraciones plasmaticas de

warfarina y su metabolito.

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

ABSTRACT

The international normalized ratio (INR), a biomarker used in warfarin 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 22 patients (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
warfarin. 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 warfarin and its metabolite as covariates.

KEY WORDS: Warfarin, 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
la warfarina se ubica como uno de los principales medicamentos que cumplen esta
funcion (2). La optimizacién de la terapia farmacoldgica con warfarina 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 de warfarina 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 trombético o hemorragico esté 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 afios (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 cadmara 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 calcificacién 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 tricuspide 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
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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 complicacion 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 prétesis bioldégicas o0 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 trombotico 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 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 Warfarina.
Los AVK son medicamentos derivados de compuestos cumarinicos. Dentro de este
grupo, se ubica principalmente a la warfarina, cuyo mecanismo de accién es inhibir a
la epdxido reductasa (VKORC1), a través de un antagonismo competitivo debido a la

gran analogia estructural que presentan (Figura 1).

(0]
A
0 OH
Y H
900N ee Qe
o "0
0
Vitamina K Warfarina
B
%, y-glutamil- HO
Precursor del factor carboxilasa Factor activado
(Adido carboxiglutamico) (Adido y-carboxiglutamico)
Co,
Vitamina K Vitamina K
Hidroquinona Epéxido
(KH,) (KO)

Figura 1. Mecanismo de accion de la warfarina

(A) Analogia estructural “Warfarina 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 Il, VII, IX y X (Figura 2). La reduccién 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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Figura 2. Los AVK y los inhibidores directos

Efecto de los AVK y los inhibidores directos sobre la cascada de coagulacion



2.5.1 Farmacocinética de la warfarina.
La warfarina es un farmaco con vida media de eliminacién larga (36 a 42 h), volumen
de distribucion pequeiio (0.14 L/Kg), alta unién a proteinas plasmaticas (<97%) y
biodisponibilidad del 95% (16,17). La warfarina posee un metabolismo
mayoritariamente hepético 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.

La warfarina esta presente en forma de mezcla racémica, cada isomero Ry S sufre su
conversion a metabolitos hidroxilados en diferentes posiciones de la molécula. El
metabolito que se produce en mayor proporcidbn es la 7-Hidroxiwarfarina, que
provienen del isbmero S, mientras que el isémero R produce un metabolito hidroxilado
en la posicion 3 y 4. Los metabolitos generados son mayoritariamente inactivos o
poseen muy baja actividad anticoagulante y un incremento o decremento en su
concentracion se relaciona a modificaciones en el metabolismo hepatico de la

warfarina (18).

2.5.2 Variabilidad de la respuesta a warfarina.
La warfarina 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 trombatico y valores superiores a 3.5, un evento hemorragico (19). Ademas, la
respuesta farmacoldgica se encuentra modificada por una gran diversidad de factores
tales como edad, composicién corporal, dieta, interacciones farmacoldgicas,
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 ep6xido reductasa de la
vitamina K (VKORC1) (20). En la tabla 1, se analizan todos los factores involucrados

en la respuesta a warfarina y el nivel al que impactan.



Tabla 1. Factores involucrados en la variabilidad de la respuesta a warfarina

Factores Efecto en larespuesta a warfarina
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 fisiol6gico normal de las funciones hepaticas y renales. Dichos procesos
Edad y estan involucrados en el metabolismo y eliminacion de farmacos. La warfarina es mayoritariamente metabolizada por el higado,

comorbilidades

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

Composicién

corporal

La mayoria de los farmacos se dosifican principalmente tomando en cuenta el peso corporal del paciente, sin embargo, la
warfarina es un farmaco altamente unido a proteinas plasmaticas por lo que su distribucién 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 optimizacion de la terapia con warfarina, sin embargo, el calculo de la masa
libre de grasa se reporté como el mejor predictor para observar la influencia de la composicién corporal sobre el aclaramiento y

el volumen de distribucién (22).

Dieta

Un incremento en el consumo de alimentos ricos en vitamina K disminuyen el efecto anticoagulante de la warfarina. EI consumo
de este tipo de alimentos incrementa las concentraciones séricas de vitamina K compitiendo con la warfarina impidiendo su
actividad farmacolégica (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 de warfarina, 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 farmacolégicas causadas por un estado de polifarmacia en el paciente pueden modificar la respuesta a
warfarina. A nivel farmacocinético se ubican aquellos medicamentos que inducen o inhiben el metabolismo de la warfarina
(fluconazol, amiodarona, carbamazepina), y aquellos que pueden desplazar a la warfarina de sus sitios de union a albumina (acido
acetilsalicilico) mientras que a nivel farmacodinamico aquellos farmacos que inhiben la sintesis de vitamina K (antibioticos) y los
gue acttan 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 1 y 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
VKORC1

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 disminucién en la expresion de ARNm. La posicion
1639 (G—A) y la posicion 1173 (C—T), en ambos casos la VKORC1 estard disminuida y el resto se encontrara inhibida por la
warfarina, 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)

Factores
ambientales

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 de warfarina de su sitio de unién a albumina (29,30), lo que podria implicar un incremento de la actividad
anticoagulante. De manera cronica, el consumo de alcohol podria estar relacionado al desarrollo de cirrosis e insuficiencia
hepética conduciendo a una disminucion en la produccién 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 crénico se ha relacionado con un efecto de inductor enzimatico, incrementando el aclaramiento de la

warfarina 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 warfarina las guias de practica clinica, indican
iniciar con una dosis estandarizada de warfarina (usualmente de 5 mg/dia) (33) De
manera rutinaria, no se consideran factores individuales de los pacientes lo que suele

provocar la aparicion 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 evaluacién 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 evaltan, se fundamentan en una reaccion in vitro que mide

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

De manera rutinaria, se han reportado 5 principales parametros para evaluar la
capacidad de coagulacion 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 XlI, 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 efectué 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 calibracion
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, la
warfarina 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 la warfarina a nivel farmacodinamico, 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 farmacologicas, las concentraciones plasmaticas de
warfarina y el polimorfismo VKCOR1 1639 (G—A) cuya prevalencia en poblacién
mexicana es del 47% (GA) y 19% (AA) (27). Dichos factores tienen influencia a nivel

del mecanismo de accion y poseen la capacidad de modificar los valores del INR.
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2.6.2 Monitorizacion terapéutica de warfarina.

Uno de los principales inconvenientes que se han reportado con respecto a la
monitorizacion de warfarina, es la baja correlacién 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
geneéticos).

La determinacién de las concentraciones plasmaticas de warfarina podria ser Util para
evaluar el grado de cumplimiento por parte del paciente o incluso evidenciar cambios
en la absorcién causados por la disminucion de la motilidad intestinal, aumento del pH
gastrico, disminucion 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 la warfarina
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 de warfarina.
Se han reportado una gran variedad de métodos analiticos por cromatografia de
liguidos para determinar las concentraciones de warfarina 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 implementacién 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 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 nitrégeno/argén vy el

acondicionamiento de las instalaciones. Si bien esto se ve reflejado en la alta
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sensibilidad del método (deteccién 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 farmacoldgicas
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 warfarina, existen diferentes tipos de
interacciones tanto a nivel farmacodinamico como farmacocinético que modifican la
intensidad de la respuesta terapéutica dividiéendose en aquellas que potencian la
actividad anticoagulante y aquellas que la disminuyen. En la tabla 3 se muestran las
interacciones reportadas para warfarina indicando su mecanismo de accion, asi como

el efecto final observado (2,15,44).

14



Tabla 3. Interacciones farmacol6gicas con warfarina

Farmaco(s)

Interaccion

Mecanismo

Efecto
observado

Interacciones Farmacocinéticas

Acido acetilsalicilico

Desplazamiento de la
warfarina de su sitio de

union a albumina,

Farmacos que poseen mayor afinidad por el sitio de unién a
albumina desplazan a la warfarina incrementando la fraccion de

farmaco libre responsable del efecto terapéutico.

Potenciacion

Ketoconazol,
fluconazol, amiodarona,

lovastatina.

Inhibicién de la
isoenzima CYP2C9

Inhibicion de la sintesis, o competicién por los sitios activos
favorece la bioacumulacién de la warfarina incrementado su tiempo

de vida media.

Potenciacion

Rifampicina,
fenobarbital,

carbamazepina.

Induccion enzimatica de
la isoenzima CYP2C9

Aumento de su metabolismo por induccién enzimética favorece la
produccién de metabolitos hidroxilados (inactivos) disminuyendo el

tiempo de vida media.

Disminucion

Interacciones Farmacodinamicas

Antibiéticos,

colestiramina

Disminucién de la

absorcién 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 anidnica
capaz de secuestrar a las sales biliares en el tracto intestinal
impidiendo que participen en el proceso de absorcion 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 glucoronidaciéon durante las
reacciones de fase Il en el metabolismo del acetaminofén. El
NAPQI y las cefalosporinas antagoniza al igual que la warfarina a
la VKORCL1, 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
reduciendo el efecto de la warfarina e 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 farmacoloégica.

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 warfarina, se determiné el coeficiente de
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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 estimacién

de la ingesta dietética de esta vitamina en la poblacién 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 de la warfarina
Los polimorfismos asociados a la resistencia o sensibilidad de warfarina tienen impacto
tanto a nivel farmacocinético (CYP2C9) como a nivel farmacodindmico (VKORCL1).
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
poblacién mexicana es inferior al 1% (50,51), su determinacién en la poblacién 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 de warfarina debido a que los portadores
de la variante polimérfica presentan una diminucion de la capacidad de coagulacion
sanguinea al disminuir la expresion y producciéon de la VKORC1, por lo que a dosis
estdndares de warfarina se esperaria una reaccion incrementada del efecto
terapéutico en este tipo de pacientes incrementando el riesgo de sangrado (52). Su
prevalencia en la poblacion 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, en las cuales la warfarina representa una de las principales
alternativas en el manejo de estas patologias debido a su gran accesibilidad en
poblacion mexicana. La optimizacion del uso de warfarina representa un reto en la
practica clinica, debido a la gran cantidad de factores que promueven la variabilidad
interindividual de la respuesta farmacol6gica. El ajuste de la dosis ideal para un
paciente bajo tratamiento con warfarina implica un periodo de intenso cuidado y

monitoreo.

La mayoria del tiempo que trascurre mientras se efectla el ajuste de dosis con
warfarina, el INR se encuentra fuera de rango terapéutico y el riesgo de sufrir un evento
trombaotico o hemorragico esté latente; por este motivo, surge la necesidad de estudiar
el grado de influencia de la edad, la dosis de warfarina, la presencia de polimorfismos
en la VKORC1 (1639), las interacciones medicamentosas, el consumo de vitamina K
y las concentraciones plasméticas de warfarina y su metabolito hidroxilado que tienen
sobre el INR.

La identificacion de los factores que influyen en el INR, seran de utilidad para optimizar
la terapia anticoagulante con warfarina, incluyendo la medicion de los niveles
plasmaticos de este farmaco y su metabolito hidroxilado, lo cual 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 de warfarina, tales como
interacciones farmacoldgicas, interacciones dietéticas, la edad, el polimorfismo
VKORC1 y las concentraciones plasmaticas de warfarina y su metabolito hidroxilado
(7-OH warfarina), modifican los valores del INR en pacientes con FA 'y 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 warfarina, asi como su
relacion con las concentraciones plasmaticas de warfarina y su metabolito hidroxilado

en pacientes con FA y enfermedades valvulares.

5.2 Objetivos especificos.

o Validary estandarizar la técnica de cuantificacion para warfarina y su metabolito
hidroxilado por HPLC/UV-Vis

o Determinar las concentraciones plasmaticas de warfarina 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 de warfarina 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
Cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC) modelo Waters® (Milford,MA),
acoplado a un detector de absorbancia dual UV/Vis 2487® y equipado con un
desgasificador, bomba binaria y auto-muestreador (717 Plus Autosampler).
Balanza analitica Explorer Pro OHAUS®
Potenciometro AQUASEARCHER™ OHAUS®
Sistema de filtracion al vacio “Millipore”.
Ultracongelador “Thermo Scientific Orion 3-Star Benchtop”.
Centrifuga refrigerada “Eppendorf 5804 R”.
Concentrador de vacio “Eppendor Vacufague Plus”
Nanodrop Thermo Scientific
Termociclador Applied Biosystems™ StepOne
Centrifuga refrigerada Eppendorf (Centrifuge 5804 R, 15 amp version)
Incubadora de bafio seco AOSHENG®

b) Reactivos
Estandares de referencia certificados (Warfarina sédica, pureza 99.8% (No. Cas: 129-
06-6), 7-OH warfarina, pureza 99% (No. Cas: 17834-03-6), metronidazol, pureza 99%
(No. Cas: 443-48-1), fosfato de sodio monobasico, pureza 98.1% (No. Cas: 7558-80-
7)) marca Sigma-Aldrich®.
Agua desionizada, metanol y acetonitrilo HPLC/Spec marca TEDIA®
Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega.
Sonda TagMan™ (SNP — VKORC1 1639)
PCR TagMan™ Master mix
Agua grado biologia molecular
Isopropanol grado biologia molecular

Alcohol etilico grado biologia molecular
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6.1.2 Estandarizacion del método analitico para la cuantificacién de
warfarinay 7-OH warfarina 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 simultdnea de

warfarina y 7-OH warfarina en plasma sanguineo.

6.1.2.1 Condiciones Cromatograficas
Se efectuaron diferentes pruebas preliminares para determinar las condiciones
cromatograficas que aseguraran la correcta separacion de warfarina, 7-OH warfarina

y metronidazol como estandar interno en muestras plasmaticas.

» Fase movil: consistio en Buffer de fosfatos 10 mM, ajustado a un pH de 7,
metanol y acetonitrilo en proporciones (72:5:23), con un sistema de bombeo
isocratico a una velocidad de 0.3 mL/min y un volumen de inyeccion de 20 pL.
Se emple6 una columna X-Terra RP18® (15 mm x 3.0 mm, 3.5 um).

» 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 pug/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 (ANEXO 1).

> Eficiencia de la separacion cromatografica: se determiné a partir de la forma de
los picos. Se efectud el célculo 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 resoluciéon 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 retencion del compuesto B, W, Anchura de la base del pico A,

Wg 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 movil. Se considera que una columna esta en equilibrio con
la fase mévil, 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 evalud la
precision del sistema inyectando por quintuplicado una solucion de los estandares de
referencia en solucion acuosa. Se empled una concentracion de 10 pug/mL para
warfarina, 7-OH warfarina y el estandar interno (metronidazol). 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
consideré un valor de coeficiente de variacion (%CV) inferior al 5%, para poder

proseguir con el analisis.

6.1.2.3 Preparacion curva de calibracién y controles de calidad
En la tabla 4 se muestra el rango de concentraciones empleados en la curva de
calibracion, asi como la concentracion de los controles de calidad de alta (MCA), media
(MCM) y baja (MCB) concentracion en plasma. Ademas, se muestran el limite inferior
de cuantificacion (LIC) y una muestra control diluida (MCD), que fue considerada para

muestras con concentraciones por encima del LIC.
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Para la preparacion de la curva de calibracion se afiadieron volimenes crecientes de
una solucion de trabajo constituida por una mezcla de warfarina y 7-OH warfarina a

una concentracion de 10 pg/mL en plasma.

Tabla 4. Preparacion curva de calibracion y controles de calidad

Estandar pL Concentracion de los analitos (ug/mL)
Solucién de trabajo Warfarina 7-OH warfarina
Curva de Calibracion
1 10 0.1 0.1
2 50 0.5 0.5
3 100 1 1
4 200 2 2
5 300 3 3
6 500 5 5
Muestras control de calidad
CB 30 0.3 0.3
CM 150 15 15
CA 400 4 4
MCD 600

6.1.2.4 Método de extraccion en muestras de plasma.
En la figura 4, se observa el método de extraccion de warfarina y 70H-warfarina, a
partir de muestras plasmaticas. Este consistié en precipitar las proteinas de 300 pL de
plasma, afiadiendo 5 pL de estandar interno a una concentracién de 150 pg/mLy 1 mL
de acetonitrilo empleando agitacion en vértex y posterior centrifugacion a una
velocidad de 13,000 rpm a 4°C por 20 min. El sobrenadante se recupero y se evapord
al vacio a una temperatura de 45°C hasta sequedad, y se resuspendié en 60 pL de
fase movil. Finalmente, se realiz6 una dltima centrifugacion a velocidad de 13,000 rpm

a 4°C por 10 min y el sobrenadante se colocé en viales para su inyeccion en el equipo.
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inyeccién (10 min, 4°C)  fosfatos/Metanol (93/7) “Sequedad”

(HPLC)

Figura 4. Extraccion de warfarina 'y 7-OH warfarina a partir de plasma

6.1.3 Validacién del método analitico en plasma
La validacion se apego a los lineamientos establecidos en el apartado 9 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 (Validacibn 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
(Tabla 4), caracterizando seis niveles de concentraciones, sin incluir las muestras

blanco de matriz bioldgica.

Se determind 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
(ANEXO II).
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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 400 uL de sangre venosa periférica. El

ADN obtenido se cuantific6 empleando el equipo NanoDrop Thermo Scientific. La

concentracion minima requerida para llevar a cabo la reaccion de amplificaciéon fue de

100 ng/uL. Se evalué la pureza del ADN extraido empleando el cociente de

absorbancias 260/280, que indica que 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 reaccion de amplificacion.

6.1.4.2 Reaccion de amplif

icacion

En la tabla 5 se observan los componentes y las cantidades empleadas para llevar a

cabo la reaccion de amplificacion.

Tabla 5. Componentes reaccién de amplificacion.

Componente Muestra problema | Control negativo
PCR TagMan™ Master mix 3.0uL 3.0 uL
Sonda TagMan™ [C_30403262_20] 0.3 puL 0.3 pL
Agua grado biologia molecular Volumen suficiente 4.7 uL
Volumen suficiente
Templado ADN
(100 ng de ADN)
Volumen de reaccién final 8.0 uL 8.0 uL

6.1.4.3 Condiciones termociclador

En la tabla 6 se observa el programa de termociclado para efectuar la reaccion de

amplificacion.

Tabla 6. Programa de termociclado para reaccion de amplificacion.

Activacion enziméatica

PCR (50 ciclos)

Incubacion Desnaturalizaciéon Extension
95°C 92°C 60° C
(10 minutos) (15 segundos) (90 segundos)
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Etapa previa Ciclos (50) Extension final

100 95°C 92°C

75
60°C 60°C
01:30 00:30
50
25
0

Figura 5. Gréfico de temperaturas para reaccion de amplificacion.

6.2 Metodologia investigacion clinica

6.2.1 Disefno del estudio

Cohorte prospectiva con un seguimiento no mayor a 30 dias.

6.2.2 Lugar de realizacion
Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética, Facultad de Ciencias Quimicas,

Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

Laboratorio de Investigacién 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

warfarina.
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6.2.4 Método de muestreo

Consecutivo por conveniencia

6.2.5 Tamano de muestra

Dado que no se conocen como se modifican el INR en funcion de las variables de

estudio, se sugiere un andlisis de regresién multivariada que considera como minimo

10 pacientes por variable explicativa. Con un total de 5 variables continuas y 1 variable

categérica (dicotomicas) se determind un total de 60 pacientes para el disefio del

modelo propuesto.

6.2.6 Criterios de seleccién

Inclusion:

Pacientes de ambos sexos = 18 afos

Pacientes en terapia ambulatoria

Diagnostico de fibrilacion auricular valvular o no valvular

Pacientes con protesis valvulares

Pacientes con enfermedad valvular

Inicio de su tratamiento con warfarina por lo menos de 1 mes.

Pacientes que acepten participar en el estudio mediante firma de

consentimiento informado.

No inclusion:

Pacientes que presenten sobre anticoagulacion (INR>6)

Pacientes bajo tratamiento con metronidazol durante la realizacion del estudio.

Eliminacion:

Retiro del consentimiento informado.

Inconvenientes o dificultad para tomar o procesar la muestra.

Pacientes en los que no se pudieron obtener las variables de interés
Pacientes que durante el periodo de seguimiento de 30 dias presenten

hospitalizacion, complicaciones cardiovasculares o muerte.
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6.2.7 Plan de trabajo
El reclutamiento de los pacientes se efectué mediante la divulgacion de una infografia
(ANEXO IlI). La divulgacion de dicho material contdé con la aprobacion del Comité
Estatal de Etica en Investigacion en Salud contando con la aprobacion de su respectiva
enmienda (ANEXO 1V).

Se invit6 a participar en el estudio a los pacientes que cumplieran con los criterios de
seleccién previamente indicados; su participacion fue voluntaria mediante la firma de

consentimiento informado (ANEXO V).

Los sujetos en este estudio se encontraban en equilibrio dinamico respecto a las
concentraciones plasmaticas de warfarina, es decir, iniciaron su tratamiento con
warfarina con al menos un mes de antelacién previo a la inclusién del estudio y
mantenian su régimen posolégico indicado por el medico en funcién de su diagnéstico

y caracteristicas clinicas.

Previa valoracion, los pacientes incluidos en el estudio fueron sometidos a un breve
cuestionario (ANEXO VI) para obtener datos relacionados a su historia clinica, edad,
comorbilidades, medicamentos concomitantes y CFC. Se determin6 el indice de
Charlson empleando una calculadora virtual (https://www.samiuc.es/indice-de-
comorbilidad-de-charlson-cci/) (53), en la cual se colocé 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 dindmico las
concentraciones plasmaticas de warfarina, la toma de ambas muestras se efectud
como minimo 12 h post-dosis para asegurar el proceso de absorciéon 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.
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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 conservéd a 4°C y se procedi6 a
la extraccion de ADN gendmico en un periodo no mayor a 7 dias. El ADN obtenido se

almacend 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 empleé 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
indic6é 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.

6.2.10 Deteccion de interacciones medicamentosas
Del expediente clinico, se obtuvo el listado de medicamentos que cada paciente
consumia en concomitancia con warfarina. Se recuperoé la informacién necesaria para
realizar el andlisis de interacciones considerando el nombre del medicamento, el o los
principios activos, la forma farmacéutica, presentacion y el régimen posologico

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
medicacién 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 plasmaética total de

warfarina.

Concentracion plasmaética total de

7-OH warfarina

Interacciones farmacolégicas

Consumo devitamina K

Tabla 7. Cuadro de operacionalizacion de variable

Definicién operacional Valores posibles

Dependientes

Forma estandarizada del tiempo de 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 de farmaco y su volumen de distribucién
o ) 100 — 4000
Método de determinacion: HPLC/UV-Vis
Numero de interacciones detectadas en el esquema de 0-25
polimedicacion del paciente.
Consumo aproximado devitamina K al dia.
0 - 1000

Cuestionario de frecuencia de consumo (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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Variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base. Polimorfismo

Polimorfismo VKCOR1 1693 implicado en la sensibilidad a warfarina.
Método de Determinacién: PCR tiempo real.

Relacion entre la forma inalterada del farmaco y su principal metabolito. Se
Ratio metabdlico expresa como el cociente de las concentraciones de warfarina 'y 7-OH

warfarina.

1) Ausente

2) Presente

0-100

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

Sexo
Identificacion que se le hace la paciente para diferenciar si pertenece al sexo
masculino o femenino.
Edad Es el nimero de afios cumplidos segun la fecha de nacimiento.

TR Relacion del peso por unidad de superficie corporal.
IMC (indice demasa corporal) : peso poriink tpeficic corp

Parametro que indica el riesgo de padecer en un afio un evento hemorragico

Escala HAS-BLED importante.

Albumina sérica Relacion entre la cantidad de albumina 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 categoricas 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 construccién de los graficos.

36



6.2.13 Aspectos éticos

Aprobacion por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” (Registro CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427), con numero de
registro 72-21(ANEXO VII.C), asi como la aprobacién por parte del Comité Estatal de
Etica en investigacion en Salud, con numero de registro SLP/09-2021 (ANEXO VII.B).

Ademas, se realiz6 el registro del protocolo ante el Comité de Etica en Investigacion y
Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas “CEID-FCQ” (Registro CONBIOETICA-
24-CEI-003-20190726) el pasado 24 de noviembre de 2021, obteniendo como namero
de registro CEID2021-014-S, se anexa carta de aprobacion (ANEXO VII.C)
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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 de Warfarina y 7-OH warfarina por cromatografia de liquidos de alta resolucion

(HPLC) acoplado a un detector UV-Vis.

7.1.1 Condiciones cromatograficas.
En la tabla 8 se observan las condiciones cromatogréficas finales del método analitico
desarrollado.

Tabla 8. Condiciones cromatogréficas finales para la cuantificacién de warfarinay 7-
OH warfarina

Sistema cromatografico HPLC — Modelo Waters®
Columna XTerra ® RP18
Columna
(3.0x150 mm, 3.5 pm)
) Buffer fosfatos 10 mM, pH 7 + Metanol +
Fase movil .
Acetonitrilo (72:5:23)
Sistema de bombeo Isocratico
Flujo 0.3 mL/min
Detector de absorbancia dual
Detector i
UV/Vis 2487®
Longitud de onda (Detector) 1 canal — 308 nm
Volumen de inyeccion 20 pL

Las condiciones finales se establecieron en funcion de la forma y resolucion de los

picos las cuales fueron evaluadas tanto en agua como en plasma.
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7.1.2 Cromatograma en agua.
En la figura 6 se muestra el cromatograma obtenido al inyectar una solucion acuosa
de los 3 compuestos a una concentracion de 10 ug/mL empleando las condiciones

cromatograficas previamente indicadas.

Metronidazol

4.16 min
0.104 R TRZ - TRl
S =577
Wp1 + Wi,
2
0.084 7-OH Warfarina
5.94 min
Metronidazol — 7-OH Warfarina
0.064 2 5.94 min — 4.16 min 564
2 S=04min+1.0min =
2
Warfarina
0.04+ 7.91 min
7-OH Warfarina - Warfarina
7.91 min — 5.94 min
0.02+ Rs = 1.0 min + 1.3 min
2
0.00 . ‘ —
@4 min 1.0 min 1.3 min
R —

v v B et St
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Figura 6. Cromatograma en agua que muestra la separacion de warfarina, 7-OH
warfarina y metronidazol (EI) en concentracion de 10 pg/mL.

El tiempo de la corrida analitica necesario para la elucion de todos los compuestos fue
de 10 min. El orden de elucién en funcion de la polaridad de las moléculas fue en
primer lugar metronidazol, con un tiempo de retencion de 4.16 min, seguido de la 7-
OH warfarina con un tiempo de retencion de 5.94 min y finalmente la warfarina con un

tiempo de retencion de 7.91 min.

La resolucion entre el metronidazol y 7-OH warfarina present6 un valor de 2.54 y de 7-
OH warfarina y warfarina de 1.71. En ambos casos dicho valor indica una separacion
optima de los compuestos, lo que indica que pueden ser cuantificados bajo las

condiciones cromatogréficas establecidas.
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7.1.4 Cromatograma en plasma.

En la figura 7, se muestra el cromatograma obtenido al inyectar una muestra control
en matriz bioldgica (plasma), con adicion de los 3 compuestos. Este fue procesado con

el método de extraccidon propuesto, a una concentracion de 5 ug/mL y empleando las
condiciones cromatogréficas establecidas.

0.40 —— Tps — Tra
T W + Wiy
0.354 2 : ;
Metronidazol — 7-OH Warfarina
0.30
- 5.61 min — 4.12 min o
s = - — = 2,
0254 0.5 min er 0.9 min
7-OH Warfarina - Warfarina
0.204 Metronidazol
412min 7 o Warfarina . 7.4 min — 5.61 min — .52
0.151 .61 min 0.9 min + 1.3 min ’
2
<
0.104 E Warfarina
2 7.40 min
«
0.054 E
0.00 —

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 §.00 9.00 10.00
Minutes

Figura 7. Cromatograma en plasma que muestra la separacion de warfarina, 7-OH
warfarina (5 pug/mL) y metronidazol (El) (2.5 pg/mL).

El tiempo de la corrida analitica necesario para que eluyan todos los compuestos fue
de 9 min. El orden de elucion en funcién de la polaridad de las moléculas fue en primer
lugar metronidazol, con un tiempo de retencion de 4.12 min, seguido de la 7-OH

warfarina con un tiempo de retencion de 5.61 min y finalmente la warfarina con un
tiempo de retencion de 7.40 min.
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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
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 biolégica. Los factores de resolucién obtenidos entre el
estandar interno (metronidazol), la 7-OH warfarina y la warfarina fueron 2.12 y 1.62
respectivamente. Dichos valores indican que la eficiencia de la separacidn de los picos

es Optima para efectuar su cuantificacion.
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7.2 Validacion de latécnica de bioanélisis
7.2.1 Linealidad en matriz biolégica de plasma
El método propuesto demostré ser lineal en la matriz biolégica en el rango de
concentraciones de 0.1 a 5 pg/mL para ambos analitos al obtener coeficientes de
determinacién de 0.9996 y 0.9998 para warfarina y 7-OH warfarina respectivamente

en los cuales se caracterizaron 6 diferentes niveles de concentracion.

En la tabla 9 se muestran el promedio, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de
variacion (%CV), de la respuesta analitica medida como el cociente del area bajo la
curva del analito sobre el area bajo la curva del estandar interno. Se presentan los
datos de la pendiente (m), ordenada al origen (b), el coeficiente de regresion (r) y el
coeficiente de determinacion (r?). En la figura 8, se presentan las curvas de calibracion

para warfarina (A) y para 7-OH warfarina (B).

Tabla 9. Curvas de calibracion para warfarina y 7-OH warfarina

Warfarina
Concentracion del Media SD %CV Regresion
estandar (ug/mL) (Warfarina/El) lineal
0.1 0.027 154.60 11.95
0.5 0.145 155.20 5.17 m = 0.301
1 0.291 1189.68 6.28 b =-0.0047
2 0.612 1089.63 2.76 r=0.99981
3 0.880 3291.79 551 r2=0.99963
5 1.502 2027.12 2.56
7-OH Warfarina
Concentracion del Media SD %CV Regresion
estandar (ug/mL) (7-OH Warfarina/El) lineal
0.1 0.012 318.33 1.66
0.5 0.197 798.34 2.03 m = 0.496
1 0.442 2762.60 3.50 b =-0.047
2 0.960 4097.51 2.10 r = 0.99986
3 1.416 10403.44 2.70 r2=0.99973
5 2.443 10632.86 1.95
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Figura 8. Curvas de calibracion en plasma para A)Warfarina y B) 7-OH warfarina
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7.2.2 Precision 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
desviacién 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.

Los resultados obtenidos de precision y exactitud se observan en la tabla 10 y 11

respectivamente.
Tabla 10. Repetibilidad
Warfarina
Muestra _ Media de la
control Concentracion concentracion DE %CV %Desviacion
n=5 (hg/mL) obtenida (ug/mL)

LIC 0.1 0.1 0.011 10.5 4.14
MCB 0.3 0.26 0.01 3.88 -12.93
MCM 15 1.55 0.056 3.64 -3.10
MCA 4.0 3.74 0.245 6.54 -6.44
MCD 3.0 2.88 0.073 254 -4.0

7-OH Warfarina

LIC 0.1 0.12 0.003 251 19.13
MCB 0.3 0.28 0.015 5.33 -8.21
MCM 1.5 141 0.073 3.15 -5.82
MCA 4.0 3.88 0.174 4.48 -2.91
MCD 3.0 2.82 0.061 2.15 -6.02

(DE) Desviacién estandar, (%CV) Coeficiente de variacion.
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Tabla 11. Reproducibilidad

Warfarina
Muestra ) Media de la
Concentracion ) o
control concentracién DE %CV %Desviacion
(Mg/mL) _
n=15 obtenida (pg/mL)

LIC 0.1 0.11 0.014 14.53 10.58
MCB 0.3 0.25 0.029 14.09 -1.78
MCM 1.5 1.39 0.101 5.82 4.63
MCA 4.0 3.8 0.445 7.84 1.85

7-OH Warfarina

LIC 0.1 0.11 0.014 13.27 3.96
MCB 0.3 0.29 0.029 10.14 -6.25
MCM 1.5 1.57 0.101 6.44 -7.37
MCA 4.0 4.07 0.445 10.93 -3.04

(DE) Desviacion estandar, (%CV) Coeficiente de variacion.

7.2.4 Selectividad
El método demostré ser selectivo para la matriz bioldgica (plasma) al no mostrar

interferencias cercanas al tiempo de retencién de los analitos y el estadndar 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.

No se observaron interferencias superiores al 20% del area bajo la curva respecto al

LIC. En el ANEXO VIl se muestran los resultados obtenidos.

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 desviacion con respecto a la
concentracion nominal de los controles de calidad de MCB, MCM y MCA. Se observo
gue las muestras se mantienen estables por un periodo de 120 dias bajo condiciones

de almacenamiento. También se demostré que la muestra tolera 3 ciclos congelacion-
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descongelacion al mantener una desviacion dentro del +15% respecto a la

concentracion nominal de las tres muestras control.

Enlas tablas 12y 13, se muestran los resultados obtenidos de la estabilidad, asi como

ciclos congelacién-descongelacion.

Tabla 12. Estabilidad de la muestra

Estabilidad 30 Dias

Warfarina
Muestra control Concentracion Media de la concentracién o
n=3 (ug/mL) recuperada (ug/mL) v Desviacion
MCB 0.3 0.329 9.55
MCM 1.5 1.661 10.71
MCA 4 4.404 10.11
7-OH Warfarina
MCB 0.3 0.300 -0.075
MCM 1.5 1.374 -8.38
MCA 4 4.015 0.375
Estabilidad 60 Dias

Warfarina
MCB 0.3 0.322 7.38
MCM 1.5 1.492 -0.51
MCA 4 3.643 -8.93
MCB 0.3 0.332 10.56
MCM 1.5 1.558 3.84
MCA 4 4.331 8.28

Estabilidad 90 Dias
Warfarina
Warfarina

MCB 0.3 0.304 1.476
MCM 1.5 1.427 -4.85
MCA 4 4.25 -6.35
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MCB
MCM
MCA

MCB
MCM
MCA

MCB
MCM
MCA

0.3
15

7-OH Warfarina

0.271
1.291
3.699

Estabilidad 120 Dias

0.3
15

0.3
15

Tabla 13. Ciclos congelacién descongelacion

Warfarina

7-OH Warfarina

1 ciclo

0.328
1.688
4.422

0.272
1.517
4.406

-9.52
-13.94
-7.52

-9.40
12.50
10.55

-9.23
112
10.14

Muestra control
n=3

MCB
MCM
MCA

MCB
MCM
MCA

MCB
MCM
MCA

Concentracién

(Mg/mL)

0.3
1.5
4

0.3
15

0.3
15

Warfarina

Media de la concentraciéon

recuperada (ug/mL)

7-OH Warfarina

2 ciclos

Warfarina

0.310
1.464
4.019

0.294
1.448
3.877

0.338
1.510
4.015

3.47
-2.38
0.49

-1.95
-3.49
-3.07

125
0.64
0.39

% Desviacion
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7-OH Warfarina

MCB 0.3 0.299 -0.37
MCM 1.5 1.447 -3.50
MCA 4 3.951 -1.22
3 ciclos
Warfarina
MCB 0.3 0.333 11.15
MCM 1.5 1.492 -0.56
MCA 4 3.699 -7.52
7-OH Warfarina
MCB 0.3 0.315 4.96
MCM 1.5 1.474 -1.71
MCA 4 3.793 -5.16




7.3 Estudio clinico

7.3.1 Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién
Se incluyeron 22 pacientes (64% mujeres), con rango de edad entre 33 a 72 afos,
residentes actuales del estado de San Luis Potosi, bajo tratamiento cronico con
warfarina. La totalidad de los pacientes recibian atencion medica de manera ordinaria

en una institucién publica .

El motivo de la prescripcion de warfarina de los pacientes incluidos en el estudio se
clasificé en 3 grupos; reemplazo valvular adrtico, reemplazo mitral y FA valvular, con
un 45.5%, 36.4% y 18.2% de frecuencia, respectivamente. En la figura 9 se muestra
el flujograma de la fase de reclutamiento de los pacientes. Se describe el total de
pacientes que aceptaron participar en el estudio y los pacientes que no acudieron a su

consulta de seguimiento.

Pacientes que fueron
invitados al estudio

(n=56)

Pacientes que aceptaron
participar al estudio

(n=28)
]

Pacientes que acuden el

Retiro voluntario dia del estudio y firman

del estudio (n=6) carta de consentimiento
informado (n=22)

Retiro voluntario en Pacientes que
la segunda etapa acuden a la consulta
_ de seguimiento
(n=3) (n=19)

Figura 9. Flujograma de los pacientes que participaron en el estudio.

En la tabla nimero 14 se resumen las caracteristicas demogréficas de la poblacion de
estudio, incluyendo los antecedentes patolégicos y no patolégicos, destacando una
mayor prevalencia de mujeres dentro del estudio y la hipertension arterial la
comorbilidad mas frecuente. Los antecedentes no patologicos como alcoholismo y

tabaquismo mostraron una frecuencia muy baja.
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La media inicial del INR en la primera entrevista fue de 2.28 + 1.03 con un rango de
1.02 a 5.3; 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
de warfarina tuvo una media (+ desviacion estandar) de 24.1 + 11.5 y un rango de 8.75
a 52.4 mg/semana. La media del periodo de seguimiento de los pacientes fue de 33 £
9 dias.

Los valores obtenidos durante la segunda visita fueron 2.63 = 2.26 para el INR, una
dosis de mantenimiento de 25 + 12.5 mg/semana y un 45.5% de pacientes dentro de

rango terapeéutico.

Tabla 14. Caracteristicas demograficas basales de la poblacion.

(Resultados de los antecedentes patologicos y no patologicos de la poblacién de estudio).

Datos basales de la poblacion (n=22)
Variable Resultado Variable Resultado
Edad (afos) Antecedentes patoldgicos
Mediana 60.0 Hipertensién arterial 45%
[Min, Max] [33.0, 72.0] Diabetes tipo Il 23%
Sexo Hipotiroidismo 23%
Femenino 14 (63.6%) Dislipidemias 23%
Masculino 8 (36.4%) Insuficiencia renal 18%
Diagnostico Antecedentes no patoldgicos
FA 4 (18.2%) Tabaquismo 9%
Proétesis adrtica 10 (45.5%) Alcoholismo 14%
Protesis mitral 8 (36.4%) indice de Comorbilidad de Charlson
Peso (KQg) Media (SD) 2.09 (1.63)
Media (SD) 71.0 (12.9) Escala HAS-BLED
Talla (m) Mediana 1
Media (SD) 1.59 (0.0905) [Min, Max] [0, 3]
IMC (Kg/m?) Periodo de seguimiento (dias)
Media (SD) 27.8 (3.71) Media (SD) 34.5(9.21)
(FA) Fibrilacion auricular, (IMC) indice de masa corporal. Los resultados se reportan como: Desviacién estandar (SD), minimo
y maximo [Min, Max] y porcentajes.
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En la tabla 15 se muestran los parametros clinicos de los pacientes incluidos en el
estudio, antes y después del periodo de intervencién. Un total de 15 pacientes
recibieron un ajuste de dosis basado en los valores del INR obtenidos durante la
primera visita, 7 de ellos recibieron un incremento de la dosis semanal (INR<2) y los 8
restantes una disminucion (INR>3.5).

Tabla 15. Comparacién de variables clinicas.

(Antes y después del periodo de intervencion en los pacientes).

Variables clinicas (n=22)
Variable Primera consulta Segunda consulta
PAS (mmHg)
Mediana 120 120
[Min, Max] [95.0, 150] [100, 150]
PAD (mmHg)
Mediana 80.0 80.0
[Min, Max] [50.0, 90.0] [50.0, 90.0]
PAM (mmHg)
Mediana 100 97.5
[Min, Max] [77.5, 120] [80.0, 115]
Dosis warfarina (mg/semana)
Media (SD) 24.1 (11.5) 25.0 (12.5)
TP (segundos)
Media (SD) 26.9 (12.0) 29.7 (26.4)
INR
Media (SD) 2.28 (1.03) 2.63 (2.26)
Clasificacion de INR
[2-3.5] 7.0 (31.8%) 10.0 (45.5%)
<2 7.0 (31.8%) 9.0 (41.0%)
>3.5 8.0 (36.4%) 2.0 (9.0%)
(FA) Fibrilacién auricular, (IMC) indice de masa corporal, (PAS) Presién arterial sistélica, (PAD) Presién arterial
diastélica, (PAM) Presion arterial media, (TP) Tiempo de protrombina, (INR) indice internacional normalizado. Los
resultados se reportan como: Desviacién estandar (SD), minimo y maximo [Min, Max] y porcentajes.
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7.3.2 Concentraciones plasmaticas de warfarinay 7-OH warfarina.
Se monitorizaron las concentraciones plasmaticas de warfarina y 7-OH warfarina de
los 22 pacientes incluidos en el estudio. Se obtuvo un total de 41 concentraciones
plasmaticas de warfarina (22 durante la primera visita y 19 durante la segunda) y 39
concentraciones plasmaticas de 7-OH warfarina (21 durante la primera visita y 18
durante la segunda). Adicional a las muestras de los pacientes que no se presentaron
a su cita de seguimiento, una muestra correspondiente a un paciente polimedicado no
pudo ser cuantificada debido a la presencia de interferencias cercanas al tiempo de
retencion del metabolito, por lo cual sus concentraciones no pudieron ser

determinadas.

La media (+ desviacién estandar) de los valores de concentracion para ambos analitos
durante la primera visita fue de 2.34 = 0.85 ug/mL y 0.159 + 0.096 pg/mL para warfarina
y 7-OH warfarina, respectivamente. Durante la segunda visita fue de 2.35 £ 1.01 pug/mL
y 0.161 + 0.114 pg/mL para warfarina y 7-OH warfarina, respectivamente (Figura 10).
Se obtuvo el ratio metabdlico como el cociente de ambas concentraciones obteniendo
un valor de 21.8 + 19.6 para la primera visita y 30.6 = 39.6 para la segunda visita
(Figura 11).

Tabla 16. Analisis descriptivo de las concentraciones plasmaticas y ratio metabdlico.

; Primera Segunda
Variable
consulta consulta
Concentracion plasmatica de warfarina (ug/mL)
Media (SD) 2.34 (0.848) 2.35 (1.01)
[Min, Max] [0.93, 3.90] [1.11, 5.60]
Concentracion plasmatica de 7-OH warfarina (ug/mL)
Mediana (SD) 0.159 (0.096) 0.161 (0.114)
[Min, Max] [0.019, 0.499] [0.019, 0.430]
Ratio metabolico ([Warfarina]/[7-OH warfarina))
Mediana (SD) 21.8 (19.6) 30.6 (39.6)
[Min, Max] [6.24, 89.9] [4.70, 159.0]
Los resultados se reportan como: Desviacién estandar (SD) y minimo y maximo [Min, Max].
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Figura 11. Comparacion del ratio metabdlico entre la visita 1y 2

Se efectud un analisis de regresion univariada para determinar el grado de asociacion
entre las concentraciones plasmaticas de warfarina, 7-OH warfarina y el ratio

metabolico con la dosis de warfarina.
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En la tabla 17 se observa que las concentraciones plasmaticas de warfarina respecto
a la dosis de mantenimiento tienen un coeficiente de correlacion de 0.45 y 0.64 para
la visita 1 y 2 respectivamente, ambos con significancia estadistica (p>0.05), mientras
gue las concentraciones plasméticas del metabolito y el ratio metabdlico no resultaron
ser significativas respecto a la dosis de mantenimiento.

Tabla 17. Asociacion entre las concentraciones plasmaticas y la dosis de
mantenimiento.

) Primera visita Segunda visita
Variable
*r p-value *r p-value
Concentracién plasmatica de warfarina
0.450 0.03 0.637 0.003
(mg/semana)
Concentracion plasmatica de 7-OH warfarina
0.362 0.11 0.242 0.334
(mg/semana)
Ratio metabolico
) ] -0.131 0.57 0.024 0.925
[Warfarina]/[7-OH warfarina]
(r) Coeficiente de correlacion Spearman

7.3.3 Genotipificacion del polimorfismo VKORC1
El analisis de genotipificacion se efectud en las 22 muestras de los pacientes incluidos
en el estudio. Para efectuar la reaccion de amplificacion se ajusto la concentracion del
templado de ADN a una concentracion de 100 ng/uL. El alelo G marcado con el
fluoréforo “VIC”, se identificd con el color verde y el alelo A marcado con el fluoréforo
“‘FAM” se identificd con el color azul. En la figura 12 se observan los gréaficos de
amplificacion (ARn vs Ciclos), en el que se observa el incremento de la fluorescencia

con respecto a la fluorescencia basal del control negativo (Figura 12.A).

La genotipificacion mostro la presencia de las 3 variantes polimérficas en la poblacién
de estudio. La variante homocigota “GG” (Figura 12.B), la variante heterocigota “GA”
(Figura 12.C) y la variante homocigota “AA” (Figura 12.D). Se obtuvo el grafico de
amplificacion por paciente para su interpretacion (ANEXO IX).

54



[Mvkorct 16130 [l WKORC1 1838-A
A
L
1] . ‘ ] - L] ~ - “ b ] 2 N » - = » Y b ] » - e « - - -
on
B :El'vxonm 16300 I VKORC! 16304
Bsans

D e B

Cxi

™ B I vkorc1 16296 [l VKORC1 1633-A
"-.
|
5 i
w |
§on !
an . ———4
[ ,_-/" =
Oﬂw‘ 7.-/
an
............ EEE R s a s e a s
n lmvxoncn 16300 IVKORC! 16304
w D
™
™
gon
Do
o
snw‘.
;]
P S i B R Nt B

Figura 12. Gréaficos de amplificacion (ARn vs Ciclos)

19. Control Negativo, B. Homocigoto no mutado (GG), C. Heterocigoto (GA), D. Homocigoto mutado (AA).

En la Tabla 18. se muestra la comparacion de 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.

Tabla 18. Comparacién de las frecuencias genotipicas

(Comparacion de las frecuencias observadas con las reportadas en la bibliografia).

. Frecuenciareportadaen la
_ Observados Frecuencia o 5
Genotipo bibliografia (%)
n=22 observada (%)

n=300
GG 8 36.4 32.7

GA 11 50.0 47.0
AA 3 13.6 19.7

Villegas y Cols. (2015)
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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. Los resultados se resumen en la tabla 19.

Tabla 19. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Prueba X2
. . . Frecuencias Frecuencias Valores
Polimorfismo Genotipo Observado Alelos . . HWE*
alélicas genotipicas esperados
(p-value)
VKORC1 G/G 8 G 0.6136 0.3765 8
(1639) GIA 11 ' 0.4965 11 p=1
Rs9923231
° GIG 3 A 0.3863 | 0.1492 3
*(HWE) Equilibrio Hardy-Weinberg, (X?), Prueba Chi-cuadrada.

Se estratificd a los pacientes en funcidén de su genotipo y se analizé su relacién con la
dosis de mantenimiento de warfarina expresada en mg/semana (Tabla 20). 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 (Figura 13. A). Esta relacion que se vuelve alin mas significativa durante
la visita 2 (Figura 13.B) posterior a la modificacion de dosis que se efectud con base
en los valores del INR.

Tabla 20. Efecto del polimorfismo VKORC1 (1639) sobre la dosis de mantenimiento.

) _ Visita 1 Visita 2
Polimorfismo
DMS de warfarina (mg/semana)
(n=22)
Media (SD)

GG 30 (10.6) 32.5(11.2)

GA 23 (11.2) 23.4 (11.5)

AA 12.5 (2.5) 10.8 (2.6)

Dosis de mantenimiento semanal (DMS), Desviacién estandar (SD)
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Figura 13. Efecto del polimorfismo VKORCL1 1639 sobre la dosis de mantenimiento

(A). Visita 1, (B). Visita 2 (*Anova Kruskal Wallis — Andlisis postHoc prueba de Dunns, n=22).

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

en la visita 2 esta tendencia desaparece (Figura 14.B).
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Figura 14. Efecto del polimorfismo VKORC1 1639 sobre el INR

(A). Visita 1, (B). Visita 2 (*Anova Kruskal Wallis — Analisis postHoc prueba de Dunns, n=22).
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7.3.4 Deteccion de interacciones medicamentosas con warfarina
Se detectd un total de 123 interacciones en el esquema de medicacion de los 22
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 warfarina, con una mediana de 1.5y un rango de 1 a 7 interacciones.
En la tabla 21 se resume el analisis descriptivo de las interacciones observadas y

clasificadas por su severidad, mecanismo de accion y efecto observado.

Tabla 21. Analisis descriptivo de interacciones medicamentosas con warfarina

Variable % (n=47)
Clasificaciéon por su severidad
Mayores 21.2
Moderadas 68.1
Menores 10.6
Clasificacion por su mecanismo de accion
Farmacocinético 44.7
Farmacodinamico 55.3

Clasificacion por efecto observado
Potenciacion 74.0
Inhibicién 26.0

La clasificacion de las interacciones con warfarina en funcién de su severidad, mostro
gue 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 clasificacibn de las interacciones en funcion de su mecanismo de accion,
farmacocinético o farmacodinamico, mostraron proporciones muy similares, 42.5% y
57.4%, respectivamente. Las de tipo farmacocinético se asociaron mas a la presencia
de medicamentos que interferian a nivel hepatico con el metabolismo de la warfarina,
inhibiendo a las isoenzimas del citocromo p450 como el alopurinol, el omeprazol, la
amiodarona y la glibenclamida. Las interacciones de tipo farmacodindmico se
58



asociaron principalmente a medicamentos que interfieren con los factores de
coagulacion, ya sea inhibiendo su metabolismo (levotiroxina) o favoreciendo su

incremento o disminucion en el plasma sanguineo (clortalidona y espironolactona).

Finalmente, la clasificacion de las interacciones en funcion del efecto observado
mostré una mayor frecuencia en aquéllas que producen una potenciacion del efecto
anticoagulante (74%) a diferencia de aquéllas que producen una disminucién de este
(26%), sin embargo, 8 pacientes (36%) presentan dentro de su mismo esquema de
medicacién 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 los 22 pacientes incluidos en el
estudio, obteniendo una media de 36.7 £ 23.2 pg/dia. El consumo se estratifico en los
6 diferentes grupos de alimentos que el CFC evalla (Figura. 15). Se observa que el
grupo con mayor aporte de vitamina K corresponde a los vegetales y frutas, mientras
gue las grasas y las carnes resultaron ser el grupo de alimentos con menor aporte de
vitamina K. Durante la realizacion del cuestionario, se les interrogd 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 indicO que en su institucion de

salud fueron orientados con asesoria nutricional.

2,14

1.05 A‘“

= Vegetales
Granos/Frijoles

Ingesta dietetica Frutas

Vitamina K
Carnes

u Aceites/Grasas

= Alimentos preparados

30.08

Figura 15. Aporte de vitamina K estratificado por grupos de alimentos
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7.3.6 Andlisis de regresion univariada

Se evalud 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 (Tabla 22).

Tabla 22. Andlisis de regresion lineal univariada.

(Grado de asociacion de las variables con el INR).

_ _ Visita 1 Visita 2
Variable predictora
“r p-value “” p-value
Dosis de mantenimiento (mg/semana) -0.196 0.38 0.264 0.25
Concentracion plasmatica de warfarina (mg/semana) 0.160 0.47 0.435 0.06
Concentracion plasmatica de 7-OH warfarina (mg/semana) 0.205 0.37 0.398 0.10
Ratio metabdlico [Warfarina]/[7-OH warfarina] -0.205 0.37 -0.062 0.80
Vitamina K (ug/dia) 0.112 0.618 -0.081 0.73
Numero de interacciones con warfarina -0.172 0.45 0.293 0.20
indice de comorbilidad de Charlson -0.090 0.69 0.097 0.67
*p-value= 0.016 *p-value= 0.088
) ) GG vs GA, p>0.05 GG vs GA, p>0.05
Polimorfismo VKORC1 1639 (GG, GA y AA)*
GA vs AA, p>0.05 GA vs AA, p>0.05
GG vs AA, p<0.05 GG vs AA, p>0.05
(r) Coeficiente de correlacién Spearman, *Anova Kruskal Wallis (Andlisis postHoc - Prueba de Dunns).

Adicionalmente se evalué la correlacién entre las covariables y la magnitud del cambio
observado en el INR (Delta INR). Los resultados se muestran en la Tabla 23. La Unica
covariable que resulté ser significativa es el delta INR con la dosis de mantenimiento

con un valor de r=0.64 y p=0.002 (Figura 16).
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Tabla 23. Analisis de regresion lineal multivariada

(Grado de asociacién de las variables con el delta INR).

i ) Deltas
Variable predictora
“r” p-value
Delta dosis de mantenimiento (mg/semana) 0.645 0.002
Delta concentraciones plasmatica de warfarina 0.409 0.082
Delta concentracion plasmatica de 7-OH warfarina -0.135 0.59
Delta ratio metabolico 0.292 0.24
Vitamina K (pg/dia) 0.018 0.94
Numero de interacciones con warfarina 0.285 0.21
indice de comorbilidad de Charlson 0.165 0.48
*p-value= 0.229
] ) GG vs GA, p>0.05

Polimorfismo VKORC1 1639 (GG, GA, AA)*

GA vs AA, p>0.05

GG vs AA, p>0.05
(r) Coeficiente de correlacion Spearman, *Anova Kruskal Wallis (Andlisis postHoc - Prueba de Dunns).
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Figura 16. Analisis de correlacion Spearman (Delta INR vs Delta dosis de warfarina)

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 sustituy0 por otra variable para correr un nuevo
modelo;
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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 evalué cada una de las posibles combinaciones entre
ellas (Tabla 24).

Tabla 24. Construccion de modelos saturados

(El modelo saturado solo pude tener 3 variables explicativas)

Posibles
Pool de variables combinaciones Modelo saturado de mejor ajuste
de 3 covariables

Visita 1

DW1, ICH, NIT, MR1, VK, VKORC1 20
INR1 ~ ICH + NIT + VKORC1

DW1, ICH, NIT, CPW1, CP7OH1, VKORC1 20

Visita 2
DW2, ICH, NIT, MR2, VK, VKORC1 20

INR2 ~ICH + CPW2 + CP70H2

DW2, ICH, NIT, CPW2, CP7OH2, VKORC1 20

Deltas
DeltaDW1, ICH, NIT, DeltaMR, VK, VKORC1 20

DeltalNR ~ NIT + DeltaDW + DeltaCPW

DeltaDW1, ICH, NIT, DeltaCP7OH, DeltaCPW, VKORC1 20

(DW) Dosis de warfarina, (ICH) indice de comorbilidad de Charlson, (NIT) Numero de interacciones (MR) Ratio metabdlico, (VK)
Ingesta de vitamina K, (VKORC1) Polimorfismo VKORC1 1639, (CPW) Concentraciones plasmaticas de warfarina, (CP7OHW)
Concentraciones plasméticas, (DeltaDW) Delta dosis de warfarina, (DeltaMR) Delta ratio metabdlico, (DeltaCPW) Delta

concentraciones plasmaticas de warfarina, (DeltaCP70H) Delta concentraciones plasméaticas de 7-OH warfarina.

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

elegidos se describen a continuacion.
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7.3.7.1 Modelo “Visita 1”

Por andlisis de regresion lineal multiple se evaluo la variabilidad del INR empleando

los datos obtenidos durante la visita 1. El modelo de mejor ajuste incluyo a las

covariables: Dosis de warfarina, concentraciones plasméaticas de warfarina y el
polimorfismo genético VKORCL1 1639 (Tabla 25).

Tabla 25. Modelo regresion lineal multiple “Visita 1”

(Para explicar la variabilidad del INR reportado)

Variable Estimado (bx) Error estandar p-value Eta?
Dw1 -0.0034 0.5568 0.079 0.001
CPW1 0.3590 0.0175 0.133 0.070
VKORC1 2.5155 0.2127 0.001* 0.513

(DW1) Dosis de warfarina 1, (CPW1) Concentracion plasmatica de warfarina 1, (VKORC1) Polimorfismo VKORC1 1639

Modelo de regresion lineal multiple que explica la variabilidad del INR.
R? ajustada = 0.5223, p-value=0.002, Intercepto= 1.6682, 5Eta*=0.584
Ecuacion del modelo: INR= 1.6682 — 0.0035 (DW1) + 0.359 (CPW1) + 2.5155 (GA/AA)

En este modelo el polimorfismo genético muestra una asociacion positiva con el INR

(p=0.001, eta’=0.513) ademas de las concentraciones plasmaticas de warfarina,

mientras que con la dosis de warfarina mostr6 una asociacion negativa. Estas dos

tltimas covariables no presentaron significancia estadistica. EI modelo completo

mostro significancia estadistica (p=0.002) y logra explicar el 58.4% de la variabilidad

del INR.
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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. EI modelo de mejor ajuste incluyé a las
covariables: indice de Charlson, concentracion plasmatica de warfarina vy

concentracion plasmatica de 7-OH warfarina (Tabla 26).

Tabla 26. Modelo regresion lineal multiple “Visita 2”

(Para explicar la variabilidad del INR reportado)

Variable Estimado (bx) Error estandar p-value Eta®
ICH 0.386 0.179 0.003 ** 0.097
CPW2 1.340 0.301 4.36 X105 *** 0.416
CP70H2 8.526 2.812 0.009 ** 0.193

(ICH) Indice de Charlson, (CPW2) Concentracién plasmatica de warfarina, (CP70H2) Concentracion plasmatica de 7-OH
warfarina. Modelo de regresion lineal multiple que explica la variabilidad del INR.

R? ajustada = 0.757, p-value=3.6x10°, Intercepto (b)= 2.7212, SEta?*=0.708

Ecuacion del modelo: INR = 2.7212 + 0.386 (ICH) + 1.340 (CPW) + 8.526 (CP7OH)

En este modelo las tres covariables muestran una asociacion positiva y significativa
con el INR (p<0.05) y el modelo completo logr6 mostrar significancia estadistica,
p=3.67 x10° 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 plasmaéticas de
warfarina y su metabolito podrian considerarse como los mejores predictores de la

respuesta terapéutica a warfarina.
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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 incluyé a las covariables: indice de Charlson, el
delta de las concentraciones plasmaticas de warfarina y delta de la dosis de warfarina
(Tabla 27).

Tabla 27. Modelo regresion lineal multiple “Deltas”

Variable Estimado (bx) Error estandar p-value Eta?

ICH 0.169 0.295 0.043 * 0.014
DeltaDW 0.369 0.178 0.001 ** 0.179
DeltaCPW 1.656 0.798 0.055 0.179

(ICH) indice de Charlson, (DeltaDW) Delta de la dosis de warfarina, (DeltaCPW) Delta concentraciones plasmaticas de
warfarina. Modelo de regresion lineal multiple que explica la variabilidad del delta INR.

R? ajustada = 0.54, p-value=0.002, Intercepto(b)= -0.2490, 5 Eta*=0.372

Ecuacion del modelo: DeltalNR = - 0.2490 + 0.169 (ICH) + 0.369 (DeltaDW) + 1.656 (DeltaCPW)

En este modelo las covariables ICH y DeltaCPW muestran una asociacioén 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 opté 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 de warfarina 'y 7-OH
warfarina. Si bien se ha popularizado el uso de técnicas mas sofisticadas como la
cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién (UPLC) acoplado a un detector de
masas, la implementacién 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 nitrogeno/argon y el acondicionamiento de las
instalaciones. Si bien esto se ve reflejado en la alta sensibilidad y especificidad del
método (deteccidn en orden de magnitud de hasta picogramos), se opto 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 analisis de muestras por

esta metodologia analitica.

Para el método analitico se tomé como referencia el trabajo publicado por Locatelli y
cols. (41), el cual se optimizé y adapt6 a las necesidades del estudio. Dentro de las
principales modificaciones realizadas al método fue ajustar el pH de la fase movil, 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 extraccidon 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 soélida
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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

sélida y el volumen de plasma requerido es de 300 pL.

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 warfarina.

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, warfarina y 7-OH warfarina. Para los fines del presente estudio, 4
meses se considerd 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 comparacién directa con dicho estudio. El andlisis de estabilidad
también indicé que las muestras son estables después de 3 ciclos de congelacion —
descongelacion similar a los reportado por Zuo y cols., tolerando de igual forma, 3
ciclos congelacion — descongelacién de 24 horas cada uno, empleando las mismas

condiciones de almacenamiento a -80°C.

En la fase clinica se logro la inclusion de 22 pacientes, observando 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
gue en el contexto mundial las EV mas frecuentes son la insuficiencia mitral (24

millones de casos) y la estenosis aortica (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 de warfarina de manera
estrecha en pacientes con afecciones cardiovasculares. Posterior a la intervencion, el
porcentaje de paciente dentro del rango terapéutico para INR, incrementd 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 de warfarina.

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 posoldgico indicado para warfarina es de 1 toma
cada 24 horas, por lo que los pacientes suelen realizar la administracién del
medicamento por las mafianas o por la noches. Esta situacion puede representar un

posible sesgo de los resultados obtenidos al no unificar la administracion del
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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 de warfarina, 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 empleo la técnica de HPLC para efectuar la cuantificacion.

El andlisis de correlacion entre las concentraciones plasmaticas de warfarina 'y el INR
mostré coeficientes de determinacion en el orden de R?=0.018 (p=0.47) para la visita
1y 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 plasmatica de 7-OH warfarina 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 cuantificacion de 7-OH
warfarina reportan una media de 0.116 + 0.066 pug/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 correlacidn entre la dosis de mantenimiento semanal y su metabolito
hidroxilado poseen coeficientes de determinacién muy bajos, R?=0.131 (p=0.11) para
la visita 1 y R?=0.058 (p=0.334) para la visita 2. Esta relacion se podria explicar segin
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 de la
warfarina es un proceso saturable, razén por la cual no es posible observar un
incremento en la produccién de metabolito si la concentracion de warfarina también
aumenta. De manera clinica esto explicaria la razén 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 bioacumulacién de warfarina.

Respecto al polimorfismo estudiado, éste tiene una implicacion farmacodinamica, es
decir no modifica los niveles plasméticos del farmaco, si no que promueve una
disminucién en la expresion de la enzima epo6xido reductasa, diana terapéutica de la
warfarina. La warfarina establece una inhibicién 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
poblacién 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 efectuo el
analisis de Hardy-Weinberg (p=1) indicando que la poblacion de estudio se encuentra

en equilibrio y sigue los principios de herencia mendeliana.
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La estratificacion de los grupos en funcién de su genotipo y la dosis de mantenimiento
semanal con los datos obtenidos de la visita 1 reveld 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 mg). 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 ain més
significativa (p<0.01), ya que, posterior a la intervencion en los pacientes, se observd
un ligero incremento de la dosis para los individuos pertenecientes al genotipo GG
(32.5mg +11.2) y una ligera disminucion 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 warfarina 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 permitird 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 observd 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), sefialaron que en pacientes de origen chino la variante AA es superior

al 80%. Estos pacientes al iniciar su terapia anticoagulante durante la fase de
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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
gue 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 prescripcion de medicamentos se detectaron 46 interacciones
con warfarina, la mayoria con una severidad moderada (68%). Otros autores como
Mohamed y cols., que incluy6 a 340 pacientes en un estudio prospectivo, determiné la
presencia de un total de 58 interacciones con warfarina. 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 prescripcion
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 warfarina 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

en estudios previos (3). El estudio retrospectivo de Holm y cols., efectuado a 754
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pacientes suecos que iniciaban tratamiento con amiodarona report6 que en el 37% de
los pacientes tuvieron un incremento del INR observando valores mayores 3, por lo
cual se requirio disminuir la dosis de warfarina 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 poblacién estudiada), induce el metabolismo y degradacién 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 de la warfarina. Sin embargo, el estudio reportado por Edwards
y cols. (71), indica que dicha interaccion no mostrd relevancia clinica tras analizar
retrospectivamente 123 pacientes que iniciaban su tratamiento con diuréticos en
concomitancia con warfarina. 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

respuesta terapéutica a warfarina a partir del numero de medicamentos prescritos,
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reportaron que los pacientes con 3 0 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 resultd 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

béasicas 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 Nutricién (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 28).
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Tabla 28. Comparacion de modelos de regresién con los reportados en la bibliografia.

Autor “Tamarfio de Variable . Asociacion del Eta® | Variabilidad
L ” ; Covariables . ;
(Pais, afio) muestra dependiente intercepto (bx) (%) explicada
MODELOS REPORTADOS EN LA BIBLIOGRAFIA
CYP2C9 variante 3* =
Edad -
Hillman cols. Dosis warfarina Superf?c?e corporal2 * 0
(EUA. 2004) 453 (mg/dia) Superficie corporal c NR 33.7%
Remplazo valvular +
Diabetes -
Edad x Diabetes -
CYP2C9 variante 1/2* 0 1/3* - 11.0
Herman v cols Ln (Dosis warfarina) CYP2C9 variante 2/2*, 2/3* o0 3*/3* - 16.0
(SloveniayZOOE;) 59 (mg/dia) Edad - 7.0 37%
' Inductores del metabolismo + 2.0
Peso magro + 1.0
VKORC1 1639 (Ausente/ Presente) - 25.0
Superficie corporal + 9.0
CYP2C9 variante 3* - 6.0
Edad (por década) - 5.0
Lenzini y cols. Ln (Dosis warfarina) | CYP2C9 variante 2* - 5.0
(EUA, 2008) s (mg/dia) INR objetivo + 1.0 53.1%
Amiodarona - 1.0
Fumador + 0.4
Raza africana-americana - 0.4
Tromboembolismo venoso + 0.3
Edad - 2.5
Inhibidores del metabolismo - 8.7
Isaza y CQIS' Dosis warfarina Inductores del metabolismo + 45 47.4%
(Colombia, 145 . "
2010) (mg/dia) CYP2C9 2 - 3.3
CYP2C9 3* - 5.6
VKORC1 1639 (GG, GA, AA) - 22.8

75




VKORC1 1639 (GG, GA, AA) - 30.3
Cavallari y cols Ln (Dosis warfarina) CYP2C9 2" 0¥ - 8.2
(USA z{m) ' 50 (ma/dia) Edad - 8.2 25%
' g 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 de warfarina (mg/semana) - 0.1
» _C0|S-2022 29 INR Cp de warfarina (ug/mL) 7.0 58.4%
(México, 2022) VKORC1 1639 (GG, GA, AA) 51.3
Modelo “Visita 1”
Rodriguez y indice de comorbilidad de Charlson + 9.7
’ .cols. 22 INR Cp de warfarina (ug/mL) + 41.6 70.6%
(México, 2022) Cp de 7-OH warfarina (ug/mL) + 19.3
Modelo “Visita 2"
Rodriguez y indice de comorbilidad de Charlson + 1.4
Is. i i
) po S 29 A INR A Dosis de warfarlna (mg/semana) i 17.9 37.2%
(México, 2022) A Cp de warfarina (ug/mL) + 17.9

Modelo “Deltas”
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Como se puede observar en la Tabla 28, la mayoria de los modelos reportados
emplean como variable dependiente a la dosis de warfarina 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 construccién de modelos que evallen la variabilidad del INR, en los que se realiza

un abordaje desde el punto de vista farmacodinamico y no posoldégico.

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 de la warfarina debido a que su distribucion esta limitada Gnicamente al
compartimento central (sangre), dada su alta unién a proteinas y baja liposolubilidad
(22). En la presente investigacion no se incluyé 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 de la warfarina,
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 Eta? de 0.08 y 0.04

77



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 incluy6 estratificado en las tres variantes polimorficas

(GG, GAy AA), aspecto que se considerd 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 de warfarina. 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 menciono previamente el polimorfismo CYP2C9 no fue incluido en este
estudio dada su baja prevalencia en la poblacién estudiada, contrario a lo que sucedio
con el polimorfismo VKORC1 1639, el cual resultd 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

cols., se hace especial énfasis al tromboembolismo venoso. De manera general, se
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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 mdultiple, 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 la 3-OH warfarina, metabolito activo
de la warfarina, es el Unico que posee significancia estadistica en el analisis de
regresion multivariado respecto a los valores de INR. Comparado al modelo construido
en la presente investigacion se encontré que las concentraciones plasmaticas de
warfarina, 7-OH warfarina 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
de warfarina, no fue posible realizar un comparacion directa del grado de explicabilidad
reportado en cada modelo, sin embargo se denota que el modelo de Lenziniy cols, asi
como el de Cavallariy cols., fueron los que mayor porcentaje de variabilidad explicada

de 53% y 55%, respectivamente.
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En resumen:

Se estandarizé un método analitico por HPLC/UV-Vis para la cuantificacion
simultanea de warfarina y 7-OH warfarina en plasma conforme a la NOM-177-
SSA1-2013. El método fue lineal en el intervalo de concentraciones de 0.1 a 5
png/mL 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 congelacién — descongelacion.
El método fue util para determinar las concentraciones plasmaticas de warfarina
y 7-OH warfarina de 22 pacientes bajo tratamiento anticoagulante.

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 warfarina 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 abordo la variabilidad de la respuesta a warfarina desde el
punto de vista farmacodinamico. El 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
de warfarina y las concentraciones plasmaticas del metabolito hidroxilado, por lo que
podrian ser considerados como los mejores predictores de la respuesta terapéutica a

warfarina.

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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ANEXO |. BARRIDOS UV

Barridos UV (250-350 nm) de soluciones estandar de Warfarina (A), 7-OH warfarina
(B) y Metronidazol (C) en fase mévil a 50 pg/mL.
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Absorbancia vs Longitud de Onda
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Buffer de Fosfatos 10 mM, pH 7 + Metanol (93:7)
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ANEXO Il. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE AND

Kit de extraccion “Wizard ® Genomic DNA Purification Kit”

© © N o o &> w dh P

L O i o =
N o o0 M . DdD PO

A 400 uL de sangre fresca agregar 900 uL de buffer de lisis celular
Mezclar por inversion 5 a 6 veces

Incubar a temperatura ambiente por 10 min

Centrifugar a 13000 rpm 2 min

Descartar el sobrenadante y afiadir 300 uL del buffer de lisis nuclear
Resuspender y agitar por pipeteo

Afnadir 100 uL de precipitante de proteinas

Agitar en el vortex

Centrifugar a 13,000 por 3 minutos

Recuperar el sobrenadante en otro tubo y afiadir 300 uL de isopropanol
Mezclar por inversion y refrigerar 30 min (4°C)

Centrifugar a 13,000 rpm por 2 minutos

Descartar sobrenadante

Anadir 300 uL de etanol al 70%

Centrifugar 13,000, 2 minutos y descartar el sobrenadante

Secar a 65°C por 10 min (Hasta sequedad)

Afadir 50 uL de soluciéon rehidratante
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ANEXO Ill. INFOGRAFIA RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

¢ESTAS BAJO TRATAMIENT

M
ARIN

0 CON
?
G2 200 30 s J

COUMADIN®

oy J s
iPARTICIPA ELNUESTRO ESTUDIO
CLINICO!

¢EN QUE CONSISTE EL ESTUDIO?

objetive del estudio es conocer mediante un andlisis de sangre la
cantidad de este medicamento en el organisme que en conjunto con
un andlisis genético se pueda determinar cual es la dosis ideal que
le corresponde a cada paciente.

¢CUAL ES MI PARTICIPACION?

Si decide participar y eumples con los requmhs se te citara en las
instalaciones de la Facultad de Ciencias Quimicas (Avenida Dr. Manuel
Mava Num. 6, Zona Universitaria). Deberé firmar vna carta de consenti-
miente |nformudo y pesteriormente se realizara la toma de wna
muestra sanguineq. Se efectuara un breve cuestionario y una valo-
racién_ por parte de un cardidlege. Finalmente se le citaré 30 dias
poslfenor:s o su primera visita para seguimiente y recomendacio-
nes finales

CONSIDERAGIONES ETICAS

Muestro estudio clinico es considerado una me:‘llguﬂm de riesgo
minimeo. Contamos con la aprobacién de diferentes comités de ética
en investigacion para poder efectuar su realizacion.

Comité Estatal de Etica en Investigacion en Salud.

3@%% POTOS! |

OB CHL 1AL TR

SALUD

| Registro: SLP/09-2021 |

Comité de Efica en Investfigacién y decencia, FCG. UASLP.

GEMTH GIE T K B Y ERTHRGE

| Registro CEID2021-014-5

FCO
—

REQUISITOS

GRITERIOS DE INGLUSION

*Personas de ambos sexcs mayores a 18 afios
*Estar bajo tratamiento con warfarina (1 mes)

*Padent=s con disgnostion de fibrilacion auriocu-
lar o enfermedades vahulares.

*Padentes que accpien  participar  mediante
firma. de consentimionto informado.

GRITERIOS DENO INGLUSION

*Padentes que durante o cstudic estén bajo
ftratamicnic con metronidazol.

BENEFICIOS

*Valoracion gratuita por cardiclogo.

*Andlisis & interpretadon de los niveles sangui-
neos de warfarina.

*Estudio genétice de sensibilidad a warfarina.

*Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocnética
Facultad de Ciencizs Quimicss, UASLP,
*Laboratoric de i n traslacional en
farmacologia. Facultad de Medidna, UASLP.

¢GUMPLES CON LOS
REQUISITOS?
iCONTAGTANOS!

Tel. 444 242 0120

OFB. 0mar Rodriguez Pérez

Imvestigaiores:
Dr. Juan Manuel Lépez Quijano
Dra. Ursula Fabiola Medina Moreno
Dr. Antonie Gordille Moscoso
Dira. Rosa del Carmen Milan Segovia
Dra_ Silvia Romano Moreno
Dr. Juan Manuel Vargas Morales
Dra. Susanna Edith Madellin Garibay




ANEXO IV. CARTA APROBACION DE ENMIENDA COMITE ESTATAL

San Luis Polosi, S.L.P

M.C. JUAN MANUEL LOPEZ QUIJANO
INVESTIGADOR PRINCIPAL ADSCRITO AL HOSPITAL
CENTRAL "DR. IGNACIO MORONES PRIETQ"
PRESENTE

+« POTOSH | sALUD

DG/DAM/SCES/OF. %04 (0 26 /2022

2 de marzo de 2022
Codigo: 165.1

ASUNTO: Relacionado con Proyecto

Hago de su conocimiento que una vez analizada su propuesta por parte del Comité de Efica e Investigacion
en la cual solicitd una enmienda a su Proyecto Titulado: “Factores Clinicos, Genéticos y Nutricionales

asoclados al Nivel Plasmatico de Warfarina y

Anticoagulacion Cronica”, con Nimero de Registro:

su Metabolito Hidroxilado en Pacientes con
SLP/08-2021. EI Comité anles citado aprobo la

enmienda, por no afeclar al objetivo planteado y a la Metedoloaia que fue establecida desde un principio en

su Proyecto de Investigacion.

Reciba un cordial saludo

2022, ANO DE LAS ¥ LOS MIGR

ANTES DE SAN LUIS POTOSI™
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ANEXO V. CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL

PACIENTE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS
POTOSI

PACIENTE ADULTO

PROTOCOLO DE INVESTIGACION

“Factores clinicos, genéticos y nutricionales asociados al nivel plasmatico de warfarina y
su metabolito hidroxilado en pacientes con anticoagulacion crénica”

FECHA DE LA PRESENTACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

N.2 DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Este protocolo de investigacion es realizado en colaboracion con la Facultad de Ciencias
Quimicas y la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi

Usted es un paciente que cumple con los requisitos para ser incluido en este estudio, por lo
gue le invitamos a que participe. A continuacioén, se describe cual es el objetivo del protocolo
de investigacién, en qué consistira su participacion y cuéles seran los riesgos y los beneficios
de su participacioén; por lo que le pediremos que lea cuidadosamente la informacién para que
pueda tomar una decision.

INFORMACION PARA EL PACIENTE.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la primera causa de muerte en la
poblacién mexicana representado el 20% de los decesos anuales. La terapia anticoagulante
ha representado una de las principales alternativas farmacoldgicas en el manejo de estas
enfermedades mejorando el prondstico de los pacientes, donde la warfarina se ubica como
uno de los principales medicamentos que cumplen esta funcion.

La optimizacion de la terapia farmacolégica con warfarina involucra un gran reto clinico debido
a la gran variedad de factores que modifican la respuesta al farmaco generando una gran
variabilidad interindividual. La presencia de factores como la edad, la dieta, las interacciones
farmacoldgicas, las concentraciones plasmaticas de warfarina 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 provocando la aparicion de eventos
adversos o el fracaso terapéutico. El periodo de tiempo que trascurre mientras se efectda un
adecuado ajuste de dosis en el paciente, este se encuentra fuera de rango terapéutico y el
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riesgo de sufrir un evento trombdético o hemorragico esta latente, razén por la cual surge la
necesidad de evaluar de manera integral el peso que dichos factores poseen sobre los valores
del INR, permitiendo disefiar una estrategia que permita ubicar al paciente dentro del rango
terapéutico de una manera mas rapida y efectiva.

A continuacion, se describe el objetivo, los procedimientos, posibles riesgos y beneficios de
participar en este estudio con la finalidad de que Usted pueda tomar la decision de participar
0 no en la presente investigacion, de manera libre e informada.

PROCEDIMIENTOS A LOS QUE SE SOMETERA AL PACIENTE

Usted ha sido invitado a participar en este estudio de investigacion debido a que ha sido
diagnosticado con fibrilacién auricular o una enfermedad valvular y ha estado bajo tratamiento
con warfarina por al menos 6 meses.

Su participaciéon en este estudio de investigacion es completamente voluntaria y si usted
acepta participar, le pediremos que lea cuidadosamente el presente documento de
consentimiento informado y que haga todas las preguntas necesarias al Dr. Juan Manuel
Lépez Quijano o al Q.F.B. Omar Rodriguez Pérez para que puedan resolver sus dudas.

A continuacion, se le pedira que firme su aceptacion a participar al final de este documento, y
se le pedira nos proporcione informacion general como su nombre, datos personales, edad,
peso, estatura, antecedentes médicos (p.ej., hipertension, diabetes, artritis, etc.,), consumo de
alcohol, tabaquismo u otros; en una entrevista que realizara el Q.F.B. Omar Rodriguez Pérez.

Como parte del estudio, le solicitaremos su autorizacion para revisar su expediente clinico y
obtener algunos datos como los resultados de los analisis clinicos que le han realizado
(glucosa, urea, creatinina, colesterol, albumina, triglicéridos, INR, PT, TPT, etc.), que le
ayudaran a los investigadores entender mejor los resultados que se obtengan de este estudio.
Para mantener sus datos anénimos, se le asignara un codigo con el que Unicamente los
investigadores que participan en este estudio podran saber su identidad.

También le pediremos nos autorice para que el Q.F.B Omar Rodriguez Pérez obtenga 3
muestras de su sangre (3 mL cada una), que equivalen aproximadamente a media cucharadita,
de las que se usan para el café. las muestras se obtendran mediante la puncion de la vena de
su antebrazo con una jeringa estéril la cual se colocara directamente un tubo especial para la
recoleccion de sangre. Como parte y complemento de este estudio se le aplicara un
cuestionario de frecuencia de consumo para evaluar la cantidad aproximada que ingiere de
alimentos ricos en vitamina K.

RIESGOS ESPERADOS PARA EL PACIENTE

Los riesgos potenciales implicados por su participacién en este estudio son minimos. En la
muestra sanguinea usted podra presentar los riesgos fisicos normales de una venopuncién.
Como son: dolor al momento de la puncion, sensacion leve de ardor, moretdn, irritacion o
enrojecimiento en el sitio de la puncion.

Asimismo, es importante mencionar que existe una baja posibilidad que la puncién sanguinea
pueda producir flebitis (inflamacién de la vena de la que se obtiene la sangre) o trombosis (que
se forme un pequefio coagulo en la vena en la que se realizé la puncién). Ambas
complicaciones, aunque son muy poco frecuentes pueden llegar a presentarse, pero los
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investigadores responsables de este estudio estardn en todo momento al pendiente de
cualquier situacién y le daran la atencién necesaria para resolver la complicacion en el caso
de que llegara a presentarse, como resultado de cualquiera de las 4 muestras de sangre que
usted donara. Si usted llegara a detectar una molestia permanente después de 3 dias
posteriores a la toma de muestra como enrojecimiento, hinchazén y/o dolor en la zona en la
gue se realizd la puncién (antebrazo), deberd comunicarselo inmediatamente al Dr. Juan
Manuel Lopez Quijano o a la Dra. Susanna Edith Medellin Garibay, para que le den el
tratamiento y/o seguimiento pertinente.

¢ Ninguno de estos tratamientos, ni su participacién en este estudio de investigacion le
generard algun costo.

e El material utilizado para la toma de muestra sanguinea sera nuevo, estéril y
desechable.

e Esimportante que le comentemos que usted no recibira ningiin pago por participar en
el estudio y se le entregara una copia del presente documento de consentimiento
informado firmada por los investigadores responsables.

BENEFICIOS PARA EL PACIENTE

Su patrticipacién en este estudio no implica que usted recibira un beneficio directo e inmediato.
Al participar en esta investigacién podra conocer las concentraciones de Warfarina y su
metabolito hidroxilado en su sangre, asi como el genotipo del polimorfismo 1639 de la
VKORCIL. La informacién le sera de utilidad utilidad a su médico tratante para que pueda
realizar un mejor seguimiento de su tratamiento.

BENEFICIO PARA LA SOCIEDAD

La elaboracién de este estudio beneficiara la optimizacion del tratamiento con warfarina en
pacientes anticoagulados. Es decir, que ayudara a que en un futuro el tratamiento con esta
combinacién de antibi6ticos se ajuste de mejor manera en base a las caracteristicas de cada
paciente.

PARTICIPACION O RETIRO:

Su patrticipacién en este estudio es absolutamente voluntaria y usted ha sido invitado a
participar debido a que se encuentra bajo tratamiento con warfarina que le ha indicado su
meédico tratante de acuerdo con el diagndstico de su enfermedad.

Usted esta en la libertad de negarse a participar en este estudio de investigacion; pero si
decide participar, en cualquier momento, usted puede revocar o anular el consentimiento que
ahora firma. Si decide terminar su participacion en este estudio, debera comunicarlo a la Dr.
Juan Manuel Lopez Quijano o a la Dra. Susanna Edith Medellin Garibay quienes le
proporcionaran un documento muy sencillo en el que usted pondra algunos de sus datos e
indicara que ya no desea patrticipar en el estudio. Su decision de participar o no, no afectara
de ninguna forma el trato médico que reciba en la institucién para su enfermedad. Se le
entregara una copia de este consentimiento informado, donde se incluyen los datos de los
responsables de este estudio y del Comité de Etica en Investigacion.
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GARANTIA DE CONFIDENCIALIDAD

La informacion personal y médica que usted proporcione para en este estudio sera de caracter
estrictamente confidencial y serd utilizada Unicamente por el equipo de investigacion de este
proyecto y no estara disponible para ninguin otro propdsito. Esta informacion se conjuntara
con la de otros participantes para realizar el presente estudio. Con la finalidad de mantener el
anonimato, se le asignara un codigo para el uso de sus datos. Si usted asi lo decide, los
investigadores responsables de este estudio le podran informar a su médico tratante que usted
ha aceptado participar en este estudio, para que la informacion que se obtenga sea incluida
en su expediente clinico. Con esta finalidad, le pediremos que indique al final de este
documento si esté o no de acuerdo en lo anterior.

Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos en revistas especiales
dirigidas al personal médico, de enfermeria quimicos e investigadores relacionados con el area
de la salud con la finalidad de que conozcan cémo la Warfarina se comporta en el organismo
y las concentraciones plasmaticas obtenidas, para ayudar a ajustar la dosis que se le indica
como tratamiento a las pacientes para disminuir la posibilidad de que se presentes efectos no
deseados o falle él tratamiento. También los resultados de este estudio podran ser
presentados en reuniones cientificas en las que se discuten los nuevos hallazgos que se han
obtenido de este y otros estudios relacionados con la salud y el tratamiento de pacientes con
su mismo diagndstico. Los datos clinicos de todos los participantes se presentaran de forma
anonimay de tal manera que usted o cualquiera de los pacientes que participen en este estudio
no podran ser identificados.

De acuerdo a la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesién de Sujetos
Obligados y a Ley de Proteccion de Datos Personales del estado de San Luis Potosi, sus datos
personales no podran tratarse transferirse o utilizarse para fines no descritos expresamente
en este documento, a menos que sea estrictamente necesario para el ejercicio y cumplimiento
de las atribuciones y obligaciones expresamente previstas en las normas que regulan la
actuacioén de los investigadores responsables del estudio; se dé cumplimiento a un mandato
legal; sea necesarios por razones de seguridad publica, orden publico, salud publica o
salvaguarda de derechos de terceros.

Cualquier otro uso que se requiera para sus datos, analisis clinicos 0 manejo de sus muestras
y/o resultados de los analisis en el laboratorio de investigacion que se describen en este
documento, debera ser informado y solicitado con la debida justificacién al Comité de Etica en
Investigacion de este Hospital, quien determinara la pertinencia de la solicitud y en su caso,
autorizara un uso diferente para sus datos, muestras y/o productos derivados de sus muestras
y/o resultados. Siempre en apego a los lineamientos y normas legislativos nacionales e
internacionales y en beneficio y proteccion de la integridad de los actores participantes.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se considera de bajo riesgo debido a que Unicamente se le solicitaran 3 muestras
sanguineas de 3 mL cada una. Dos muestras seran tomadas inmediatamente tras aceptar su
participacién en el estudio y una muestra mas sera tomada en un periodo de tiempo no mayor
a 30 dias cuando acuda a su cita de seguimiento rutinario. Se le entregara una copia de este
consentimiento informado, firmada por el investigador responsable donde se incluyen sus
datos de contacto y los datos del Comité de Etica en Investigacion de este hospital para aclarar
cualquier duda que pudiese surgir.
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fPROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS AL FINALIZAR EL ESTUDIO

Las muestras de sangre y los derivados que usted autorizé para su uso en el desarrollo del
presente estudio de investigacion seran desechados inmediatamente una vez concluidos
todos los analisis de acuerdo con la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para la Proteccion
ambiental, Salud ambiental, Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos, clasificacion vy
especificaciones de manejo y ya no podran ser utilizadas para otro fin. Sus muestras seran
utilizadas Unicamente para los fines que el presente trabajo ha especificado y que le han
explicado, y que el Comité de Etica en Investigacion revisé y autorizo.

Los investigadores, médicos tratantes, estudiantes o cualquier otra persona relacionada con
este proyecto no podran comercializar, donar o intercambiar alguna de las muestras que usted
ha consentido en donar para los propésitos descritos en este documento.

COMPROMISO DE RESPUESTA A PREGUNTAS Y DUDAS
Para realizar cualquier pregunta, duda o aclaracion sobre este estudio, 0 sobre alguna reaccion
adversa relacionada con el medicamento que usted est4 tomando como tratamiento y que le

ha sido indicado por su médico tratante, usted puede comunicarse con:

Dra. Susanna Edith Medellin Garibay
Laboratorio de Biofarmacia

Facultad de Ciencias Quimicas, UASLP.

Av. Dr. Manuel Nava No.6 - Zona Universitaria,
C.P. 78210.

San Luis Potosi, S.L.P., México

Cedula Profesional: 8900474

Tel. 8-26-24-40 ext. 6417

Dra. Ursula Fabiola Medina Moreno
Departamento de Farmacologia

Facultad de Medicina, UASLP

Av. Venustiano Carranza 2395,

Col. Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P.,
C.P. 78290

Cedula Profesional:

Tel.

Q.F.B. Omar Rodriguez Pérez

Laboratorio de Biofarmacia

Facultad de Ciencias Quimicas, UASLP.

Av. Dr. Manuel Nava No.6 - Zona Universitaria,
C.P. 78210.

San Luis Potosi, S.L.P., México

Cédula Profesional: 12187088

Cel. 444-105-8438

Dr. Juan Manuel Lépez Quijano
Departamento de Cardiologia

H. Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Av. Dr. Manuel Nava No.6 - Zona Universitaria,
C.p. 78210.

San Luis Potosi, S.L.P., México

Cédula Profesional:

Tel.

Dr. Antonio Gordillo Moscoso
Departamento de Farmacologia

Facultad de Medicina, UASLP

Av. Venustiano Carranza 2395,

Col. Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P.,
C.P. 78290

Cedula Profesional:

Tel.

Dra. Rosa del Carmen Milan Segovia
Laboratorio de Biofarmacia

Facultad de Ciencias Quimicas, UASLP.

Av. Dr. Manuel Nava No.6 - Zona Universitaria,
C.P. 78210.

San Luis Potosi, S.L.P., México

Cedula Profesional: 1581802

Tel. 8-26-24-40 ext. 6571
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Autorizacién para el acceso al expediente clinico del paciente
y uso de datos clinicos

Se le solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que los investigadores responsables de este
proyecto puedan revisar su expediente clinico y utilizar los datos clinicos que se encuentran descritos
en el mismo, de manera anénima para este protocolo de investigacion, cuyos objetivos y procedimientos
se le han explicado. Marque con una X su respuesta:

Si, doy mi autorizacién a los investigadores que participan en este proyecto para el uso de los
datos en mi expediente clinico en la investigacion que me han explicado.

No doy mi autorizacién a los investigadores que participan en este proyecto para el uso de los
datos en mi expediente clinico en la investigacién que me han explicado.

Autorizacién para el uso de mis datos personales de contacto.

Se le solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que Unicamente los investigadores
responsables de este estudio de investigacién puedan utilizar los datos personales de contacto como
teléfono fijo, teléfono movil, correo electronico o redes sociales que usted ha indicado, para poder
localizarme de ser necesario para una posible cita y/o entrevista o participacion en un seguimiento de
mi enfermedad y/o tratamiento. Marque con una X su respuesta:

Si, doy mi autorizacion a los investigadores que me localicen utilizando mis datos de contacto para
un posible seguimiento de mi enfermedad o tratamiento, como me han explicado.

No doy mi autorizacion a los investigadores que me localicen utilizando mis datos de contacto para
un posible seguimiento de mi enfermedad o tratamiento, como me han explicado.

Autorizacién para informar a mi médico tratante de mi participacion en este estudio y
para que mis resultados sean incluidos en mi expediente clinico.

Se le solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que los investigadores responsables de este
estudio de investigacion le informen a mi  médico tratante, el Dr. (a)
, que he aceptado participar en este estudio de
Monitorizacién de Warfarina con el nimero de registro ante el CEl de este hospital y
para que los resultados obtenidos con las muestras de sangre que he consentido en proporcionar sean
incluidos en mi expediente clinico para que puedan ser utilizados como referencia para mi tratamiento
con Warfarina por mi médico tratante. Marque con una X su respuesta:

Si, doy mi autorizacién a los investigadores para que informen a mi médico tratante de mi
participacion en este estudio de investigacion de la farmacocinética del tamoxifeno y para que se
incluyan mis resultados en mi expediente, de acuerdo con lo anterior mencionado y como me han
explicado.

No doy mi autorizacién a los investigadores para que informen a mi médico tratante de mi
participacion en este estudio de investigacion de la farmacocinética del tamoxifeno y para que se
incluyan mis resultados en mi expediente, de acuerdo con lo anterior mencionado y como me han
explicado.

Por medio del presente documento de consentimiento informado acepto participar en el estudio de
investigacion denominado “Determinacion de los factores clinicos, genéticos y nutricionales asociados
a la variabilidad del INR y su asociacién con las concentraciones plasmaticas de warfarina y su
metabolito hidroxilado en pacientes anticoagulados”, de manera libre y voluntaria.
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Aceptacién del documento de Consentimiento Informado
para el estudio de Farmacocinética

Si usted desea consentir su participacion en esta investigacion, por favor firme y feche este
documento en los espacios proporcionados en la parte inferior y ponga sus iniciales en cada
pagina. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:

1. Se me ha dado informacion completa y adecuada en forma verbal y por escrito sobre el
objetivo del estudio de este protocolo de investigacion, sus beneficios y riesgos implicados.

2. Se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento y terminar mi participacion en el
estudio Farmacocinético en cualquier momento sin afectar mi derecho a recibir atencion
médica.

3. Es mi responsabilidad preguntar para aclarar cualquier punto que no entienda claramente
en relacién con mi participacién en este estudio. He hecho todas las preguntas a la persona
gue realiza el proceso de consentimiento y he recibido respuestas satisfactorias.

4. No he ocultado o distorsionado cualquier condicién médica actual o cualquier antecedente
médico que pudiera perjudicar o afectar mi salud. He respondido todas las preguntas con
relacion a mi salud en forma precisa y verdadera.

5. Tengo 18 afios 0 mas y soy legalmente capaz de dar este consentimiento.

6. Acepto participar en el estudio titulado “Factores clinicos, genéticos y nutricionales
asociados al nivel plasméatico de warfarina y su metabolito hidroxilado en pacientes con
anticoagulacién crénica” de manera voluntaria sin que me hayan presionado, manipulado
y/u obligado. Entiendo que mi negacion a participar o la descontinuacién de mi participacién
en cualquier momento, no implicara penalidad o pérdida de beneficios a los que de otra forma
tengo derecho.

7. Entiendo y estoy de acuerdo en que la informacién obtenida a partir del presente estudio
puede ser utilizada para la publicacion de estos resultados como parte de la divulgacion
cientifica y como apoyo a la practica clinica, pero que en todo momento se utilizara un cédigo
asignado para mantener mi anonimato y la confidencialidad de mis datos.

8. Me han explicado que la informacién personal y clinica que he consentido en proporcionar
conservara mi privacidad y que se utilizara solo para los fines que deriven de este estudio. Los
datos relacionados con mi privacidad personal y/o familiar seran manejados en forma
confidencial ya que se utilizara un cddigo asignado para mantener mi anonimato y la
confidencialidad de todos los datos y resultados.

9. Los investigadores que participan en este proyecto se han comprometido a proporcionarme
la informacion actualizada que pueda ser importante para mi salud y que se obtenga durante
el estudio en el momento en el que lo solicite y me entregaran una copia firmada de este
documento de consentimiento informado.

Por medio del presente documento de consentimiento informado acepto participar en el
estudio de investigacion denominado “Factores clinicos, genéticos y nutricionales
asociados al nivel plasmatico de warfarinay su metabolito hidroxilado en pacientes con
anticoagulacion crénica”, de manera libre y voluntaria.
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NOMBRE DEL PACIENTE FIRMA DE ACEPTACION DEL PACIENTE

FECHA DE LA OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO

FIRMA DE ACEPTACION DEL

NOMBRE DEL REPRESENTANTE LEGAL (si es necesario) REPRESENTANTE LEGAL

FECHA DE LA OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 1

NOMBRE DEL TESTIGO 1 FIRMA DEL TESTIGO 1

FECHA PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 1

Q.F.B. Omar Rodriguez Pérez
Cédula Profesional: 12187088

Dra. Susanna Edith Medellin Garibay Dr. Juan Manuel Lépez Quijano
Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética Departamento de Cardiologia
Facultad de Ciencias Quimicas UASLP Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
CEDULA PROFESIONAL 8900474 CEDULA PROFESIONAL 2720842
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ANEXO VI. HOJA RECOLECCION DE DATOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
HOJA DE CONTROL
Fecha: / /

No. Registro interno

Institucion Médica:

Nombre del paciente:

Fecha de nacimiento: Edad: Sexo: F |:| M |:|

Médico tratante:

Peso (kg): Estatura (m):

Diagnoéstico: Fecha diagndstico: / /

Enfermedades concomitantes:
( )HTA () Insuficiencia Renal ( ) Dislipidemias () EPOC
( ) Diabetes () Insuficiencia Cardiaca () Insuficiencia Hepéatica ( ) Cirrosis

Antecedentes Infarto/ECV: No () Si( )

Otras:
Presion arterial: Sistdlica mmHg Diastoélica mmHg
Alcoholismo ( ) Tabaquismo ( )
Evaluacion Inicial
Dosis Warfarina: INR: Vitamina K (ug/dia): Alb(mg/dL)

Cp Warfarina (ug/mL): Cp 7-OH Warfarina (ug/mL):

Polimorfismo VKCOR1= GG(Normal) ( ) GA/AA(Sensible): ( )
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Registro esquema de medicacion

Medicamento/Principio activo(s)

Dosis

Régimen Posologico

Fechade inicio
/ Prescripcion

Seguimiento del paciente

Dosis Warfarina:

Cp Warfarina (ug/mL):

INR:

Cp 7-OH Warfarina (ug/mL):

Datos de laboratorio (Adicionales):

Hemoglobina: g/dL TP: segundos
Creatinina: mg/dL TPT: segundos
ClLcr: mL/min/1.73 m?

Notas médicas:
Dr. | Fecha:
Dr. | Fecha:
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ANEXO VII. CARTAS DE APROBACION COMITES DE ETICA

A. COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL HOSPITAL CENTRAL “DR.
IGNACIO MORONES PRIETO”

o'SLP

PROSPEREMOS JUNTOS

Gobemo def Estado 2015200

g’ o HospITAL CENTRAL
‘|13 “DR.IGNACIO

QNDN MORONES PRIETO"
San Luis Potosi, S.L.P., a 14 de septiembre de 2021

PN

Dr. Juan Manuel Lépez Quijano
Investigador principal
PRESENTE.

Estimado Investigador:

Por este conducto se le comunica que el protocolo de investigacion titulado: “Factores
clinicos, genéticos y nutricionales asociados al nivel plasmatico de warfarina y su
metabolito hidroxilado en pacientes con anticoagulacién crénica”, fue evaluado por
el Comité de Etica en Investigacién de esta Institucion, con registro CONBIOETICA-24-
CEI-001-20160427. El dictamen para este protocolo fue el siguiente:

APROBADO

El Comité de Etica en Investigacion autoriza la vigencia de ejecucion de este protocolo por
365 dias naturales a partir de la fecha de emisién de este oficio de dictamen.

El investigador principal debera comunicar a este Comité la fecha de inicio y término del
proyecto, y presentar el informe final correspondiente. Asimismo, el Comité de Etica e
Investigacion podra solicitar informacién al investigador principal referente al avance del
protocolo en el momento que considere pertinente

ospital Central

r. Ignacio Morones Prieto

RN (e

VITE DE ETICA
NVESTIGACION

c.c.p. Archivo, Subdireccion de Educacion e Investigacidn, Hospital Central *Or. Ignacio Morones Prieto*

Av. Venustiane Carranza No, 2395
Zona Universitaria

San Luis Potosi, S.LP.C 9 78290
Tel. 01 (444) 198-10-00
www.hospitalcentral.gob.mx
www.slp.gob mx
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PROSPEREMOS JUNTOS

Cobilerno del Bstado 2015-200

S lP g HosSPITAL CENTRAL
“DRr. IGNACIO
MORONES PRIETO”

San Luis Potosi, S.L.P., 3 14 de septiembre de 2021

Dr. Juan Manuel Lépez Quijano
Investigador principal
PRESENTE.-

Por este medio se le comunica que su protocolo de investigacion titulado “Factores clinicos, genéticos y
nutricionales asociados al nivel plasmético de warfarina y su metabolito hidroxilado en pacientes con
anticoagulacién crénica”, fue evaluado por el Comité de Investigacion, con Registro en COFEPRIS 17 CI 24
028 093, asi como por el Comité de Etica en Investigacién de esta Institucién con Registro CONBIOETICA-24-
CEI-001-20160427, y fue dictaminado como:

APROBADO

El nimero de registro es 72-21, el cual deberd agregar a la documentacion subsecuente, que presente a
ambos comités,

La vigencia de ejecucién de este protocolo es por 1 afio a partir de |a fecha de emision de este oficio, de
igual forma pido sea tan amable de comunicar a los Comités de Investigacién y de Etica en Investigacién: la
fecha de inicio de su proyecto, la evolucién y el informe técnica final,

*Se le recuerda que todos los pacientes que participen en el estudio deben firmar la versién sellada del
nusnuvnu,umg

formato de consentimiento informado.
Hereaw Canvy
;@‘ O Igracia
0ok Lo Jory 0te "_ Vorsras Praie

Atentamente ’ 1 § SEP. 2021 l

SUBDIRECCION DE EDUCACION
E INVESTIGACION EN SAj JD

C.C.P. Archivo

Av. Venustiano Carranza No, 2395
Zona Universitaria

San Luis Potosl, S.LP. CP 78290
Tel. 01 (444) 198-10.00

www hospitalcentral gob.mx
www.sip gob.mx
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paosmmosmmos { MORONES PRIETO"

Gobiomo del £stade 3015200

)l@ | HOsSPITAL CENTRAL
n “DR. IGNACIO

San Luis Potosi, S.L.P., a 26 de agosto 2021

Dr. Juan Manuel Lépez Quijano
Presente.-

Por este medio se le comunica que su protocolo de investigacion titulado:

Factores clinicos, genéticos y nutricionales asociados al nivel plasmatico de
warfarina y su metabolito hidroxilado en pacientes con anticoagulacién
cronica

fue evaluado por el Comité de Investigacion, con Registro en COFEPRIS 17 Cl 24
028 093 y fue dictaminado como:

APROBADO

De acuerdo a los estatutos por parte del comité de investigacion y ética de nuestro
hospital, después de la evaluacion por pares miembros de dichos comités. Por lo
que se dara seguimiento a cada etapa del desarrollo del proyecto de investigacion
hasta su difusion de los resultados. L P

NlawCMvu

J\ w.qm- Prlo

Atentamente 2 6 AGD. 2021

ESTIGACION

. Archivo

Av, Venustiano Carranza No. 2395
Zona Universitaria

San Luis Potodd, 5.LP.CP 78290
Tel. 01 (444) 198-10-00

vovew hospitaleentralgob,mx
www.slpgob.mx
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B. COMITE ESTATAL DE ETICA EN INVESTIGACION EN SALUD

POTpS: | SALUD

COGTING DIL FARAGO ) e - MY

DG/DAM/SCES/ ;32 11 3/2021

6 de diclembre del 2021
Cddigo: 16S.1

ASUNTO: Evaluacion ds Protocolo Registro
Estatal SLP/09-2021,

DRA. MARIBEL MARTINEZ DIAZ

ENCARGADA DE LA DIRECCION DE LA FACULTAD DE MEDICINA
DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
PRESENTE.

Hago de su conocimiento que el pasado 23 de noviembre del 2021, en Sesion Ordinaria del Comité Estatal
de Etica en Investigacion en Salud, se realizo la Evaluacion del Protocolo de Investigacion:

Factores clinicos y genéticos y nutriclonales l Dr. Juan Manuel Lépez Quljane
asociados al nivel plasmético de warfarina y su
melabolito hidroxilado en pacientes con
anticoagulacion cronica . us = .
__Facultad de Medicina de |a Universidad Auténoma de San Luis Potosi

REGISTRO ESTATAL
| _SLPI09-2021

Siendo el diclamen por consenso:
QPINION TEGNIGA FAVORABLE

Lo anterior, con fundamento en el TITULO QUINTO de ia Ley Estalal de Salud, que establece las bases, condiciones
y normalividad en materia de Investigacion para la Salud, y la NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para
la ejecucion de Proyecios de Investigacion para la Salud en Seres Humanos

En base a la Guia Nacional para la Integracién y Funcionamiento de los Comités de Etica en Investigacion, ¢l Comité
tendra la facultad de solicitar el seguimiento del estudio en cualquier fase de su desarrollo, su cumplimiento de
acuerdo al Protocolo autorizado y a la Guia de buena Practica Clinica, para garantizar la prateccion del sujeto
participante al estudio, y cumplir con las disposiciones que marca el Reglamento Interno del Comiité Estatal de Ftica
en Investigacidn, Capitulo X, Articulo No. 45, el Investigador Titular se obliga como parte de los compromisos
adquiridos, a entregar con periodicidad semestral los avances de la Investigacion al Comité Estatal de Etica en
Investigacian en Salud

Reclba un cordial saludo.

2021, " Adio de la Solidavidad médiva, administrativs, ¥ civil, que colabara en la contingencia sanitana del COVID 19"
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C. COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION Y DOCENCIA DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS QUIMICAS

Unhversidad Autonomy CIENCIAS QUIMICAS

de Sen Luds Potosd

Comité de Etica en Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas
Registro Numero CONBIOETICA-24-CEI-003-20190726

17 de noviembre de 2021

DRA. SUSANNA EDITH MEDELLIN GARIBAY
PROFESORA INVESTIGADORA.

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS.
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI.
PRESENTE.

Con relacion 2 su solicitud de revision del protocelo titulado “FACTORES CLINICOS,
GENETICOS Y NUTRICIONALES ASOCIADOS AL NIVEL PLASMATICO DE WARFARINA
Y SU METABOLITO HIDROXILADO EN PACIENTES CON ANTICOAGULACION
CRONICA", aprobado por el Comité de Etica y por el Comité de Investigacion Cientifica
del Hospital General “Dr. Ignacio Morones Prieto” con registro 72-21, se le comunica
que este fue evaluado en la sesion del 17 de noviembre del afio en curso por el Comité
Etica en Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas (CEID-FCQ)
{registro CONBIQETICA-24-CEI1-003-20190726) y dictaminado como:

APROBADO

Su protocolo tiene la clave CEID2021-014-S

Conforme al Reglamento del CEID-FCQ, todo protocelo registrado y aprobado queda
sujeto al seguimiento sefialado en el Art. 13, en particular al apartado 13.2.2:

“El profesor o investigador responsable debera entregar al CEID-FCQ un informe al
término del proyecto ante |a suspension prematura del estudio o cuando le sea
requerido. Si el proyecto no ha sido terminado en el lapse de un afio debera
entregarse un informe anual que sefiale el grado de avance. Para la entrega de este
informe se considerara un afio transcurrido desde la fecha de emisién del dictamen
de aprobacion y un lapso no mayor de 10 dias habiles. El incumplimiento de lo
anterior impedira la revision de un nuevo protocolo del investigador solicitante. El
informe se enviara al CEID-FCQ con una carta de presentacion dirigida al Presidente,
asi como el respectivo informe”.

ATENTAMENTE

www.uastp.mx

Cep. Archivo

108



ANEXO VIII. SELECTIVIDAD DEL METODO

Resultados obtenidos de selectividad del método en plasma, el efecto del
anticoagulante (Heparina y EDTA), el tipo de muestra (hemolizada y lipémica) y el

efecto acarreo.

Tabla 1. Selectividad del método

Warfarina
Muestras blanco de Area bajo la curva
matriz biolégica (LV*sec) %ABC del LIC Criterio de aceptacion
1 10025 16.6
2 6318 10.5
3 2926 4.8
4 6394 106 %ABC < 20% ABC LIC
5 2950 4.9
6 2437 4.0
7-OH Warfarina
1 4830 17.49
2 1549 5.61
3 1998 7.23
%ABC < 20% ABC LIC
4 1087 3.94
5 441 1.60
6 685 2.48
Metronidazol (El)
1 18640 0.82 %ABC < 20% ABC LIC
2 39500 1.75
3 40212 1.78
4 10142 0.45
S 12741 0.56
6 11353 0.50
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Tabla 2. Selectividad del método. Muestra hemolizada y lipémica

Warfarina

Muestras blanco de

Area bajo la curva

%ABC del LIC

Criterio de aceptacion

matriz biologica (LV*sec)
Hemolizada
1 855 1.42
2 3230 5.35
° 557 0.92
Lipémica %ABC < 20% ABC LIC
1 1111 1.84
2 290 0.48
3 832 1.38
7-OH Warfarina
Hemolizada
1 3991 14.45
2 2241 811
3 2732 989
Lipémica %ABC < 20% ABC LIC
1 2975 10.77
2 4024 1457
3 2794 10.12
Metronidazol (EIl)
Hemolizada
! 13720 0.61
2 15608 0.69
3 12294 054
Lipémica %ABC < 20% ABC LIC
1 31058 137
2 30985 137
3 31494 1.39
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Tabla 3. Selectividad del método. Efecto del anticoagulante

Warfarina
Muestras blanco ; . Lo
de matriz Area bajo la UABC del LIC Criterio de
biolégica curva (uV*sec) aceptacion
Heparina
1 2542 4.21
2 2487 4.12
3 1978 3.27 %ABC < 20% ABC
EDTA LIC
1 6409 10.61
2 6204 10.27
3 2274 3.76
7-OH Warfarina
Heparina
1 2351 8.51
2 1637 5.93
3 2567 9.29 %ABC < 20% ABC
EDTA LIC
1 1415 5.12
2 2120 7.68
3 1033 3.74
Metronidazol (EI)
Heparina
1 13211 0.58
2 15675 0.69
3 10567 0.47 %ABC < 20% ABC
EDTA LIC
1 6116 0.27
2 11647 0.52
3 14568 0.64
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Tabla 4. Efecto acarreo

Muestras blanco de Area bajo la curva o )
matriz biologica (UV*sec) %ABC del LIC Criterio de aceptacion
Warfarina

1 2568 4.25
2 2361 3.91 %ABC < 20% ABC LIC
3 6979 11.55
7-OH Warfarina
1 2903 10.51
2 3769 13.65 %ABC < 20% ABC LIC
3 5101 18.47
Metronidazol
1 38831 1.72
2 37992 1.68 %ABC < 20% ABC LIC
3 9872 0.44
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ANEXO IX. GRAFICOS DE AMPLIFICACION (ARN VS CICLOS).
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12. 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 sefalizacion correspondiente (2).

Biodisponibilidad: fraccion de la dosis administrada que logra alcanzar la circulacion

sistémica (16).

Blanco de matriz biol6gica: muestra de matriz biolégica a la cual no se le ha afiadido
analitos (59).

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

el mismo individuo (21).

Cromatografia de liqguidos: 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
biolégica (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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