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Le variabili genetiche e la loro influenza
nella Terapia Anticoagulante Orale

A.Tosetto

Divisione di Ematologia e Centro per lo Studio delle Malattie Emorragiche e Trombotiche, Ospedale “S. Bortolo”, Vicenza

Riassunto

La terapia anticoagulante orale con dicumarolici
rappresenta uno dei principali presidi terapeutici
per la profilassi primaria e secondaria del trom-
boembolismo arterioso e venoso. Tale terapia
purtroppo risente di fattori individuali che rendo-
no necessario un monitoraggio clinico e labora-
toristico di tale terapia, specialmente nella fase di
inizio di tale terapia (induzione), al fine di indivi-
duare la dose di farmaco ottimale per il paziente.
Recentemente, sono stati descritti alcuni polimoz-
fismi genetici (principalmente a carico dei geni
codificanti Penzima epossido-reduttasi, VKORCI,
e il citocromo P2C9, CYP2CY9) che concorrono a
spiegare parte della variabilita intraindividuale
della risposta ai dicumarolici. La valutazione del-
Puso di questi polimorfismi genetici nel predire
la dose individuale ¢ stata oggetto di vari studi,
che hanno dimostrato come tali polimorfismi pos-
sono essere di aiuto, diminuendo il tempo richie-
sto per raggiungere il target di anticoagulazione
prefissato e riducendo gli episodi di eccessiva
anticoagulazione in fase di induzione. Questi van-
taggi sono probabilmente piu rilevanti nei pazienti
che abbisognano di dosi molto piccole o molto
elevate di anticoagulante, e minori nei pazienti
nei quali una terapia con dosi standard risulta in-
vece adeguata. Peraltro, i maggiori costi derivan-
ti dall’uso di queste metodiche e ’assenza di una
chiara dimostrazione della riduzione di eventi
trombotico-emorragici rende I'uso routinario di
questi polimorfismi ancora non raccomandabile.

Summary

Genetic variables and their influence on oral an-
ticoagulant therapy

Oral anticoagulation therapy is the mainstay for both
primary and secondary prophylaxis of venous and ar-
terial thromboembolism. The main drawback of this
therapy is its wide inter-individual variation, that requi-
res a careful clinical and laboratory monitoring, parti-
culatly during the first weeks of therapy (known as
induction phase). Recently, some genetic polymorphi-
sms have been described as partially explaining this
variability. In particular, polymorphisms in the
VKORCI1 and in the CYP2CY genes, encoding the
epoxido-reductase and cytochrome P2C9 enzymes
have been shown to be strongly associated with war-
farin requirements. Various studies have addressed the
role of these two polymorphisms on the prediction
of warfarin requirement, suggesting that these poly-
morphisms may be useful to reduce the time to target
INR and number of episodes with excessive anticoa-
gulation during the induction phase. These advantages
are possibly more evident in those patients requiring
very high or very low doses of warfarin, less so in
those patients requiring standard warfarin doses. At
present, however, the burden of added costs and the
lack of evidence for a reduced number of bleeding or
thrombotic complications does not recommend a rou-
tine use of these polymorphisms in the clinical practi-
ce.

Key-words: Warfarin, Genotype, Anticoagulants, CYP2C9
protein, Vitamin K epoxidase, Mixed function Oxy-
genases/genetics, Aryl hydrocarbon hydroxylases/ge-
netics.

Introduzione

La terapia anticoagulante orale (TAO) con dicuma-
rolici rappresenta uno dei cardini dell’attuale terapia del
tromboembolismo venoso e della profilassi primaria
e secondaria del tromboembolismo arterioso!. Se ben

condotta (cio¢ se il paziente ¢ mantenuto entro l'inter-
vallo terapeutico specifico per I'indicazione clinica), la
TAO ¢, infatti, estremamente efficace nel prevenire gli
eventi trombo-embolici, presentando al contempo un
ridotto numero di eventi avversi, quest’ultimi quasi so-
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lamente di tipo emorragico.

Purtroppo, la buona conduzione della TAO presen-
ta due problemi. Il primo ¢ dato dalla difficolta a pre-
dire la dose individuale di farmaco di cui il paziente
avra bisogno, con conseguente maggiore instabilita del
paziente a raggiungere I'intervallo terapeutico nelle pri-
me settimane di inizio della TAO e conseguente mag-
gior rischio di eventi trombotici ed emorragici in que-
sto periodo, noto come induzione*’. Il secondo pro-
blema ¢ dato dalla possibilita che variazioni dietetiche,
dello stato di salute o interazioni farmacologiche pos-
sano intervenire sullo steady-state raggiunto dopo I'in-
duzione modificando la biodisponibilita del farmaco
e, conseguentemente, rendendo necessari successivi
aggiustamenti della dose per evitare complicanze emor-
ragiche o trombotiche.

Mentre solo un attento follow-up clinico e laborato-
rio pud mantenere sotto controllo la TAO nel lungo
termine, la predizione della dose individuale del far-
maco nel periodo di induzione ¢ da sempre stato og-
getto di interesse, utilizzando modelli basati su sempli-
ci variabili quali sesso, eta del paziente o risposta a dosi
fisse di warfarin nei primi giorni di induzione**. Negli
ultimi anni, lo studio dei meccanismi molecolari impli-
cati nell’azione dei dicumarolici (in particolare del war-
farin) ha evidenziato come il genotipo del paziente possa
predire in larga misura il suo fabbisogno di warfarin in
induzione’. In questa review, valuteremo come tale ge-
notipo possa essere indagato e se questo studio possa
tradursi in un sostanziale vantaggio per il paziente®’.

I meccanismi molecolari che regolano
I'attivita dei dicumarolici

I dicumarolici agiscono bloccando la sintesi dei fat-
tori vitamina K-dipendenti della coagulazione, la cui
sintesi ¢ dipendente dal processo di carbossilazione di
un residuo glutammico in acido carbossiglutammico.
Tale processo avviene in presenza di vitamina K in for-
ma ridotta; la vitamina K epossido risultante ritorna a
vitamina K ridotta mediante I’azione sequenziale di due
reduttasi, 'epossido reduttasi e la vitamina K reduttasi
(Fig. 1).

La vitamina K non viene sintetizzata nell’'uomo e viene
assorbita dall’intestino sia dopo I’assunzione con la dieta
che dopo la sintesi da parte della flora batterica resi-
dente. E pertanto evidente che la carenza di vitamina
K dietetica o indotta da un danno intestinale (es., anti-
bioticoterapia prolungata) comporta un’ipovitaminosi
K ed una carenza di fattori vitamina K-dipendenti, cli-
nicamente dimostrabile da un allungamento di tempo
di protrombina (PT) e di tromboplastina parziale (PTT).
I dicumarolici agiscono bloccando in forma reversibi-
le Penzima epossido-reduttasi, da cui possono essere
“spiazzati” da un eccesso di vitamina K epossido (que-
st’'ultimo ¢ il meccanismo che spiega I’azione neutraliz-
zante della vitamina K nel paziente anticoagulato). Poi-
ché il meccanismo dei dicumarolici ¢ reversibile, I’ini-
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Figura 1. 1l ciclo della vitamina K e gli enzimi implicati
nella terapia anticoagulante orale.

bizione della produzione dei fattori vitamina K-dipen-
denti ¢ direttamente correlato al grado di inibizione
dell’enzima epossido reduttasi.

Hsistono vari meccanismi che regolano il grado di
inibizione di epossido reduttasi. Un primo meccani-
smo ¢ determinato dall’affinita tra dicumarolico ed
epossido reduttasi. E noto da tempo, ad esempio, che
I'isomero levogiro del warfarin ha un’attivita anti epos-
sido reduttasi di circa 5 volte maggiore della forma
destrogira'™'!. Piu recentemente perd si & apprezzato
come esistano delle mutazioni a carico del gene codifi-
cante I'epossido reduttasi (il gene VKORC1) che de-
terminano un’elevata resistenza di epossido reduttasi
all’azione dei dicumarolici, con un fabbisogno di war-
farin giornaliero nei pazienti portatori di tali mutazioni
variabili su 15-45 mg/die, cio¢ da 3 a 9 volte il fabbi-
sogno medio'>". Tali mutazioni sono piuttosto rare
nella popolazione generale (frequenza stimata circa 1
persona su 1000), ma hanno rappresentato un impor-
tante modello di lavoro sui polimorfismi funzionali di
VKORCI. Sono stati infatti descritti vari aplotipi di
VKORCI1, con frequenza variabile tra popolazioni di
diversa origine etnica, associati a una diversa sensibilita
di epossido-reduttasi all’azione del watfarin'. Un sin-
golo polimorfismo, codificante per una sostituzione
nucleotidica C1173T nell’introne 1 di VKORC1 ¢ sta-
to in particolare identificato come il fattore che nei vari
aplotipi determina la maggiore variazione di dose ne-
cessaria di warfarin®. Questo polimotfismo ¢ in /inka-
ge disequilibrinm con un polimorfismo (G-1639A) sito
all'interno del promoter di VKORC1 e che modula
Iespressione di epossido reduttasi. I soggetti con un
genotipo 1173CC hanno una dose media settimanale
di warfarin di 49 mg, a fronte di 35 mg nei soggetti
1173CT e 26 mg nei soggetti 1173TT".

Il secondo meccanismo che regola l'inibizione di
epossido reduttasi ¢ dato dai livelli plasmatici circolanti
di warfarin. La biodisponibilita del warfarin assunto
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Tabella I. Clearance del warfarin e conseguente fabbisogno di warfarin giornaliero, per il i genotipo CYP2C9*1/X in omo o

eterozigosi.
Genotipo Prevalenza Attivita enzima Dose media Clearance del warfarin
settimanale (mg) (ml/min/kg)
2C9 *1/*1 63% 100% 34.1 0.065
2C9 *1 /%X 31% 50-70% 19.0 0.041
2C9 *X/*X 6% 10% 11.5 0.020

Tabella IT. Meccanismi fisiopatologici dei principali polimorfismi. Sinergia dei polimotfismi CYP2C9 e 1173CT/1173TT di
VKORCI nel determinare una maggiore sensibilita al warfarin.

Gene (genotipo) Meccanismo

A parita di INR A parita di dose

CYP2C9(CYP2CI*2 e *3) | clearance
VKORC1(1173CC)

VKORC1(1173TT)

1 espressione di VKORC1
| espressione di VKORC1

| warfarinemia T INR
1 warfarinemia L INR
| warfarinemia T INR

per via orale ¢ praticamente del 100%, e non sono noti
meccanismi di mancato assorbimento (oltre all’azione
di adsorbimento intestinale aspecifico da parte di far-
maci quali la colestiramina, il sucralfato, o I'idrossido di
alluminio). Il warfarin si lega pero per il 97% all’albu-
mina, e solo la parte libera agisce su epossido reduttasi.
Farmaci in grado di spiazzare il warfarin dall’albumina
possono pertanto determinare violenti fenomeni di
inibizione completa di epossido reduttasi e conseguente
sovra-scoagulazione. In assenza di tali fenomeni, 'emi-
vita plasmatica dellisomero levogiro del warfarin (la
forma piu attiva) ¢ di circa 30 ore, ed il farmaco viene
eliminato prevalentemente dalla via dei citocromi epa-
tci'.

In particolare, il citocromo che metabolizza seletti-
vamente il warfarin ¢ noto come P2C9, del cui gene
sono note almeno 30 forme alleliche diverse. Per una
descrizione aggiornata delle varianti sinora note, si puo
visitare il sito http:/ /www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm.
La variante wild-type di P2C9 ¢ nota come CYP2C9.1
ed ¢ codificata dall’allele CYP2C9*1, mentre altre va-
rianti alleliche (ad esempio CYP2C9*2, CYP2C9*3)
hanno un’attivita ridotta nei confronti del warfarin. Nella
popolazione caucasica, circa il 65% delle persone pre-
sentano un genotipo CYP2C9*1/*1, pienamente fun-
zionale, il 30% presenta un genotipo CYP2C9*1/*¥X
con un’attivita enzimatica del 50%, e circa il 5% un
genotipo CYP2C9*X/*X con una attivita enzimatica
di circa il 10%!"7. Di conseguenza, rispetto agli individui
omozigoti wild-type CYP2C9*1/*1, i soggetti eterozi-
goti od omozigoti per alleli CYP2C9*2 o CYP2C9*3
presentano una ridotta clearance per il warfarin ed un
conseguente ridotto fabbisogno di warfarin giornalie-
ro (Tab. I).

In conclusione, i due meccanismi molecolari che sem-
brano essere i maggiori determinanti della variabilita
interindividuale della risposta al warfarin sembrano ri-
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siedere in variazioni a carico dei geni di VKORCI1 e di
CYP2C9. Anche se sono stati descritti meccanismi ge-
netici addizionali, un recente studio di genome-wide scan
ha ulteriormente dimostrato come l'influenza di altri
loci appare trascurabile'®. La Tabella IT riassume i mec-
canismi fisiopatologici dei principali polimortfismi, evi-
denziando la sinergia dei polimorfismi CYP2C9*1/
*X e 1173CT/1173TT di VKORCI1 nel determinare
una maggiore sensibilita al warfarin.

Utilita clinica della valutazione dei
polimorfismi genetici

Come visto, i polimorfismi a carico di CYP2C9 e di
VKORCI1 spiegano circa il 35-40% della variazione
interindividuale del fabbisogno di watfarin'®, ma assie-
me ad altri parametri (quali eta o indici di massa cor-
porea) possono spiegare fino al 55% della variabilita'.
Questi dati hanno portato recentemente la Food and
Drug Administration a licenziare I'uso di kit per la va-
lutazione genetica prima dell’inizio della terapia antico-
agulante orale negli Stati Uniti e a modificare il foglio
illustrativo del warfarin per spiegare ai pazienti la pos-
sibilita di eseguire tali test. Occorre pertanto valutare
criticamente se questi test debbano essere considerati
utili nel prossimo futuro per la gestione del paziente
che deve iniziare una terapia warfarinica. In particola-
re, per avere un’utilita clinica, questi dovrebbero dare
una risposta soddisfacente alle seguenti domande:

La valutazione genetica puo identificare i pagienti con instabi-
litd della terapia warfarinica? Va subito precisato che 1 test
genetici possono ragionevolmente ajutare a predire la
dose che il paziente dovra assumere per raggiungere il
proprio target terapeutico, ma non hanno un valore a
predire la stabilita del paziente, che ¢ sostanzialmente
influenzata dalla compliance del paziente stesso, dall’as-
sunzione di farmaci interferenti o dalla comparsa di
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comorbidita. E pertanto logico aspettarsi che i mag-
giori benefici derivanti dalla conoscenza eventuale di
questi polimorfismi siano piu evidenti nelle prime set-
timane di induzione della terapia anticoagulante orale,
e si esprimano in particolare con una maggiore facilita
ad entrare in range terapeutico nei pazienti in cui sia
noto I'assetto genetico. Sara invece poco razionale aspet-
tarsi benefici a lungo termine, in particolare su end-point
rilevanti quali I'incidenza di fenomeni emorragici o
trombotici. In effetti, queste considerazioni sono sup-
portate dagli studi clinici fin qui disponibili (vedi oltre).

La valutazione genetica predice le complicanze trombotico-
enmorragiche in corso di terapia warfarinzca? Gli studi che hanno
tentato di dimostrare che i polimorfismi genici del
metabolismo del warfarin sono associati con un mag-
gior rischio di eventi clinici sono al momento pochi e
di scarsa qualita metodologica. In uno studio retro-
spettivo su 203 pazienti anticoagulati, Margaglione et
al. hanno dimostrato come I'incidenza di eventi emor-
ragici (maggiori o minori) nei soggetti CYP2C9*X sia
circa due volte superiore nei confronti dei soggetti
CYP2C9*1/*1%°. Un aumento del rischio di eventi
emorragici di circa due volte ¢ stato anche riscontrato
nei pazienti con polimorfismo 1173CT/1173TT di
VKORCI nei confronti dei pazienti 1173CC, sempre
in uno studio di tipo caso-controllo®. Appare pertan-
to prematuro proporre uno studio genetico per I'iden-
tificazione di pazienti a piu alto rischio emorragico in
corso di terapia warfarinica.

Quanto precisa é la stima “genetica” della dose di warfarin?
Come detto, I'introduzione dei dati genetici puo spie-
gare circa il 50-55% della variabilita interindividua-
le****. Confrontando la dose predetta da un modello
di regressione che comprenda i dati genetici con la dose
effettivamente poi assunta dal paziente, si ottiene un
coefficiente di regressione piuttosto basso (r=0,80), che
a livello individuale puo comportare variazioni anche
di 2 mg giornalieri tra la dose prevista e quella reale’.
Queste differenze possono pertanto rendere rischioso
affidarsi completamente alla previsione genetica della
dose, senza comunque ricorrere ad un monitoraggio
della terapia anticoagulante orale nei primi giorni di
induzione.

La stima “genetica” della dose di warfarin ¢ migliore della
pratica corrente? Al momento attuale, lo standard per
Iinizio della terapia anticoagulante ¢ rappresentato dal-
'uso di nomogrammi basato sul'INR raggiunto dopo
3 0 4 giorni di terapia a dosi fisse di warfarin (5 mg o
10 mg)*?". Il nomogramma di Pengo et al. ¢ stato in
grado di predirre la dose settimanale con uno scarto
medio di 1,6 mg di warfarin la settimana, e non appa-
re pertanto inferiore a stime genetiche come precisio-
ne®. Negli studi di Kovacs et al., I'uso di un nomo-
gramma ha portato in range terapeutico '83% dei pa-
zienti trattati con 10 mg di warfarin entro i primi 5
giorni di induzione”. In effetti, uno studio clinico ba-
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sato su 101 pazienti randomizzati ad un algoritmo ba-
sato sul polimorfismi di VKORC1 e di CYP2C9 e 99
pazienti ad un algoritmo standard (nomogramma) non
ha mostrato alcuna differenza significativa di percen-
tuale di INR al di fuori del range terapeutico nei primi
90 giorni di terapia®. Un ulteriore studio su una zncep-
tion cobort di 297 pazienti ha valutato tre end-point pri-
mari (tempo di raggiungimento INR in range, numero
di episodi di sovrascoagulazione definiti come INR >
4 e tempo speso in range) in 297 pazienti in induzione
seguiti per circa tre mesi. Differenze di dose e di INR
erano significative tra i diversi genotipi di VKORC1 e
di CYP2C9 nelle prime due settimane, ma dopo 4
settimane dall’inizio della terapia le differenze di anti-
coagulazione scomparivano®. Uno studio svedese su
una zneeption cobort molto ampia (1496 soggetti) ha di-
mostrato come i genotipi di VKORC1 e di CYP2C9
sono associati un rischio di sovrascoagulazione (INR>4)
aumentato di 4,5 e 21,8 volte, rispettivamente, ma il
rischio di emorragia non appare significativamente au-
mentato se non in sottocategorie identificate in un’ana-
lisi post-hoc™.

L'influenza dei genotipi di VKORC1 e di CYP2C9
sui livelli di INR ¢ stata anche valutata recentemente in
una coorte di 4043 soggetti’, utilizzando 1'80% dei
soggetti come coorte di studio preliminare (derivation
cohord) e il restante 20% come coorte di validazione
(validation cobord). In quest’ultimo gruppo, un algoritmo
basato su dati clinici e genotipici si € dimostrato supe-
riore verso un solo algoritmo clinico nei pazienti che
abbisognano di dosi molto basse o molto alte di war-
farin (< 21 o0 2 49 mg la settimana)’'.

Conclusioni

Lo studio dei polimorfismi genetici di VKORCI e
di CYP2C9 appare essere al momento un modello di
farmaco-genomica interessante e con possibili appli-
cazioni future. Mentre pero esiste una forte evidenza
dell’associazione dei polimorfismi con la dose ottima-
le di warfarin (cioe con un end-point surrogato), restano
piuttosto scarse al momento le prove di un’associazio-
ne con la stabilita del’INR a lungo termine e con il
rischio di eventi emorragico/trombotici, sempre a lun-
go termine.

E evidente come un utilizzo esteso di questi poli-
morfismi comporti un rischio di aumento dei costi le-
gati all’inizio della terapia anticoagulante (al momento
della stesura di questo articolo, stimabili intorno a 200-
300 € per entrambi i test) e anche un rischio di moni-
toraggio meno frequente nella fase di induzione. D’al-
tro canto, 'uso di questi test potrebbe risultare vantag-
gioso qualora i pazienti abbisognassero di terapie anti-
coagulanti di breve durata (es., per il trattamento di
trombosi venose non idiopatiche, o per i pazienti fi-
brillanti in attesa di cardioversione elettrica).

Ulteriori risultati di studi randomizzati in corso e la
prevedibile riduzione dei costi di questi test possono
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modificare il campo di utilizzo della ricerca di questi
polimorfismi. In attesa di questi nuovi sviluppi, 'uso
dei test genetici dovrebbe essere esclusivamente riser-
vato a scopi di ricerca clinica. In attesa di questi nuovi
sviluppi, 'uso dei test genetici dovrebbe essere esclusi-
vamente riservato a scopi di ricerca.
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