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l. RESUMEN:

El presente estudio buscar identificar si la respuesta al tratamiento con estatinas y su
efecto a nivel sistémico en la reduccion de los niveles de colesterol, en sus diversas iso
formas, esta influenciado por la presencia o ausencia de polimorfismos a nivel de los
citocromos encargados del metabolismo de las mismas y determinar si esta caracteristica
puede definirse como factor de riesgo para una menor respuesta terapéutica en el manejo

del infarto agudo al miocardio.

Las estatinas cumplen un rol fundamental en el tratamiento de la enfermedad coronaria,
no existe ningln trabajo en nuestra realidad sobre las caracteristicas farmaco genéticas en
nuestra poblacion en cuanto al uso de estatinas, siendo este el primero en plantear esta

interrogante.

Mediante una cohorte prospectiva de pacientes ingresados en la UCI COR del Hospital
Nacional Arzobispo Loayza con infarto agudo al miocardio se busca identificar la
presencia o no de los polimorfismos, asi como los niveles al ingreso de colesterol total,
hdl y Idl , y mediante una asociacion de riesgo identificar si estas variables juegan un rol
importante en la prevencion secundaria del infarto agudo al miocardio y en el control de

la dislipidemia
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Il. Hipdtesis: Los pacientes que presentan polimorfismos genéticos a nivel del
CYP3A4y CYP2C9 presentan un mayor riesgo cardiovascular por lo tanto mayor
probabilidad de nuevos eventos cardiovasculares a corto plazo en relacion a la
pobre respuesta al tratamiento con estatinas.

Il. Justificacion del estudio: Existen diversos estudios sobre la eficacia del uso de

estatinas en la reduccion de niveles de c-LDL, efecto pleiotropico y disminucion
de riesgo cardiovascular , sin embargo no existen estudios y menos a nivel
nacional sobre si realmente la disminucion de los niveles anteriormente descritos
esta directamente relacionada a la actividad metabdlica de las estatinas, menos si
realmente estos farmacos llegan a tener concentraciones adecuadas que

garanticen los efectos ampliamente conocidos de las estatinas.

V. Revision de la Literatura:

La funcion de los isoenzimas CYP3A4 y CYP2C9 presenta una gran versatilidad
interindividual como resultado de su polimorfismo genético. La implicancia clinica de
estas variantes genéticas esta aun por ser descrita. Los polimorfismos de SLCO1B1 (gen

del OATP1B1) pueden causar variabilidad en los niveles plasméticos de las estatinas.

El OATP1B1 afecta a la afinidad hepatica de la estatina, en donde va a ser metabolizada
y donde ejerce su funcion a nivel intracelular. Una estrecha actividad del OATP1B1
puede reducir la eficacia antihipercolesterolemiante de la estatina, y aumentar sus

concentraciones plasmaticas, con el resultante peligro de toxicidad muscular.

La facultad de las estatinas para traspasar membranas celulares aumenta con su lipofilia,
presentan una baja biodisponibilidad (<5%) como resultado de su efecto de

primer paso debido al efecto del isoenzima 3A4 del citocromo P450 (CYP3A4) y de la



glucoproteina P (P-gp). La biodisponibilidad del resto de estatinas es superior, y varia a
partir de el 12% de atorvastatina al 51% de pitavastatina. La eficacia del
CYP3A4 intestinal, de las proteinas transportadoras de farmacos y el pH

gastrointestinal son causas de alteracion en la biodisponibilidad de las estatinas.

La union a proteinas plasmaticas es elevada en las estatinas liposolubles,
siendo minimo en el caso de pravastatina y rosuvastatina EI CYP3A4 intestinal es
el preferente responsable de la significativa depuracion presistémicade algunas estatinas

, a que inactiva tanto la forma lactona como la &cida de las mismas.

El CYP3A4 hepético actia inactivando lovastatina y simvastatina y favoreciendo
la creacion de metabolitos activos de atorvastatina . Fluvastatina sufre biotransformacion
de caracter significativo por el CYP2C9 hepatico. Pravastatina, rosuvastatina y
pitavastatina no se metabolizan en el CYP4501. La P-gp da parte a
la depuracion intestinal y biliar de atorvastatina, pravastatina, rosuvastatina y las formas

acidas de lovastatina y simvastatina.

En relacién a pitavastatina, la investigacion relativa a su afinidad por la P-gp es
contradictoria ya que por métodos indirectos se puede determinar su afinidad al citocromo
3A4 inhibiendolo con el uso de eritromicina y dosando sus niveles incrementados en

Suero.

Las estatinas hidrosolubles pravastatina y rosuvastatina requieren del
anion organico portador de polipéptidos 1B1 (OATP1B1) para ingresar al hepatocito.
Lovastatina y simvastatina ingresan en los hepatocitos en parte en su isoforma de lactona

(penetrando a través de la membrana plasmatica y, en parte en su forma acida )

4



a traves del OATP1B1. La actividad del OATP1B1 parece ser impresindible en
el ingreso al hepatocito de pitavastatina, presenta una
importancia aun por precisar como portador de atorvastatina, y no parece ejercer en el de

fluvastatina

La accién de las estatinas liposolubles estd condicionada por el efecto de
primer paso (actividad CYP3A4 y P-gp) y por la accion del OATP1B1. En materia de
las estatinas hidrofilas, su capacidad para inhibir la enzima HMGCoA reductasa depende

de la actividad del OATP1B1 y de la P-gp como lo describimos lineas antes.

La falla hepatica y los polimorfismos genético individuales a nivel de CYP3A4,
CYP2C9 y SLCO1B1 0 gen codificador de OATP1B1
pueden modificar la actividad y seguridad de estos farmacos teniendo con implicancia
clinica final un menor efecto del farmaco o la aparacién de los efectos toxicos de las

estatinas.

Caracteristicas de las estatinas en la enfermedad coronaria

Las estatinas actlan inhibiendo a la HMG-CoA reductasa, con lo que reducen la
formacion hepética de colesterol, sin embargo una de las claves del tratamiento con
estatinas en el SCA reside en que estos farmacos logran algo més que aminorar el
colesterol, ya que igualmente se ha demostrado que estabilizan las placas
al desarrollar el contenido de colageno en las que son inestables , reducen la activacion
de los macréfagos y la formacion de las metaloproteinasas de la matriz , reducen el

fibrindgeno plasmatico y factores trombogénicos en general y revierten la propension a



un aumento de la agregacién plaquetaria. Todo estos fendmenos los Ilamamos efecto

pleiotropico

La administracion de estatinas a los sujetos con SCA tiene dos objetivos diferentes: la
estabilizacion de la placa complicada e impedir la progresion de esa y todas las placas

presentes o futuras del &rbol coronario y de todo el sistema vascular en su conjunto.

De todas las propiedades atribuidas a las estatinas en su funcién de estabilizador
y protector, mas alla de la propia disminucion de las cifras de colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad ha dado mas importancia son las que ejercen en
la funcién endotelial y la actividad inflamatoria vascular. Este efecto beneficioso estaria
dado por su actividad en la liberacion del oxido nitrico. El incremento de la
biodisponibilidad del NO llevaria una mejora de la funcion endotelial y una reduccion de

la inflamacion vascular .

En el estudio RECIFE se evidencié el efecto de pravastatina al incrementar el flujo
vascular en 42% luego de un evento coronario. De igual manera en el estudio CARE y en
los estudios de Link y col. Evidenciarion un descenso de la actividad de la proteina ¢
reactiva, de la activdada de linfocito th1l y de interleucinas y factor de necrosis tumoral

en paciente pos infarto agudo al miocardio frente a pacientes que recibieron placebo.



IV.1. Impacto clinico de las estatinas en la fase aguda del sindrome coronario aqudo

Desde estudios con poblacion reducida como el estudio FLORIDA vy el estudio PACT
empezaban a mostrar evidencias de mejoria en el estado inflamatorio en los pacientes

post ima sin embargo a dosis bajas todavia no repercutian en los efectos de mortalidad.

Con el estudio MIRACL en el cual se utilizan dosis altas de estatinas y con un mayor
numero de pacientes reclutados es que se encuentra un beneficio sustancial en la
reduccion de evento de muerte en los pacientes post infarto. Momento para el cual las

estatinas empiezan a tener un rol crucial en el manejo del sindrome coronario.

El estudio PROVE-IT- TIMI 22 y el estudio A-Z sostuvieron el impacto del uso de

estatinas a altas dosis para reducir el evento de muerte cardiovascular en el post infarto.

Finalmente tenemos al estudio IDEAL donde ya se inicia a comparar el efecto de
reduccion de muerte entre grupos de estatinas demostrando que la Atorvastatina no era

inferior a otros grupos y siempre manteniendo el uso de estatinas a dosis altas.

1VV.2 Sequridad v tolerabilidad

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa son farmacos seguros y bien tolerados, sin
embargo los diversos estudios mencionados evidencian que al utilizar una dosis alta que
clinicamente beneficia al paciente en cuanto a la disminucién de muerte puede generar la

aparicion de los efectos de toxicidad muscular y hepética de estos farmacos.



En el contexto de sindrome coronario la aparicién de los efectos toxicos podria generar
el cambio en la actitud terapéutica y llevar a la suspension del tratamiento en un paciente
que necesita una estatina que pueda cambiar la posibilidad de un evento mayor

cardiovascular

1.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa

La Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las técnicas basicas de Biologia
Molecular, ampliamente utilizada, debido a su rapidez, especificidad, flexibilidad y
aplicabilidad, que ha revolucionado el modo de manipular, clonar y detectar fragmentos
de ADN. Durante este ensayo se utilizara esta técnica para amplificar la busqueda de los
genes descritos y poder identificar polimorfismos los cuales nos lleven a la disfuncion de

los diferentes citocromos involucrados en el metabolismo de las estatinas

V.Objetivos

V.1. Objetivo primario: Identificar polimorfismo genéticos en las enzimas encargadas del

metabolismo de estatinas.

V.2 Objetivo secundario:

V.2.1 Determinar si la presencia de polimorfismo genéticos producen un

mayor riesgo cardiovascular

V.2.2 Determinar si la presencia de polimorfismos genéticos producen una

mayor incidencia de reacciones adversas a la terapia.



VI.  Disefio: El tipo de estudio a realizar seria un estudio Cohorte prospectivo con 2
grupos de seguimiento, el grupo A con identificacion de polimorfismos y el grupo
B sin identificacion de polimorfismos en el cual se busca determinar un nuevo
evento cardiosvascular en el periodo de tiempo a evaluar y la respuesta en cuanto
la actividad hipolipemiante en cada grupo. Ademas como objetivos secundaria

evaluaremos si la presencia de polimorfismo lleva a una mayor presencia de

reacciones adversas al medicamento durante el periodo de estudio.

Se reclutara a todos los pacientes que ingresen a la Unidad de cuidados intensivos
corinarios (UCI COR) del Hospital Arzobispo Loayza los cumplan los siguientes

criterios:

e Edad mayor a 18 afios

e Infarto agudo al miocardio con elevacion de segmento ST y sin elevacion del
segmento ST ( segun las definiciones internacionales)

e Autorizacion para el manejo de informacion de la Historia Clinica y toma de

muestra.

Exclusion:

e Aquellos que no cumplan con los criterios de inclusion mencionados

e Alergia conocida y documentada a estatinas



Detalle de ingreso al estudio:

Todo paciente que cumpla con los criterios de inclusion serd reclutado al ingreso e
identificacion en la UCI COR, luego de la firma de consentimiento informado se

procedera a la toma de muestra.

VII. Muestra:

Tamafio muestral: transversal, de cohorte, y ensayo clinico

Nivel de significacion de dos lados(1-alpha) 95
Potencia (1-beta,% probabilidad de deteccion) 80
Razén de tamafio de la muestra, Expuesto/No Expuesto 1
Porcentaje de No Expuestos positivos 30
Porcentaje de Expuestos positivos 70
Odds Ratio: 5.4
Razoén de riesgo/prevalencia 2.3
Diferencia riesgo/prevalencia 40
Kelsey Fleiss Fleiss con CC
Tamafo de la muestra - 5 24 29
Expuestos
Tamano de la muestra- 95 24 29
No expuestos
Tamafno total de la 50 48 58

muestra
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VARIABLES

Operacionalizacion de variables

DEFINICION DEFINICION ESCALADE | VALORESY
VARIABLE TIPO
CENCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION | CATEGORIAS
Alteracion en la Resultado en el
) ] secuencia con analisis de reaccion en | Cualitativ | Resultado de Positivo y
Polimorfismo ) )
respecto al cadena de la a laboratorio negativo
original polimerasa
La concentracion o
Colesterol total mayor | Cuantitati Elevado: Mayor
Colesterol Total total de colesterol mg/dl
de 200 mg/dL va de 200 mg/dl
en el plasma
Colesterol unido a | Se considera a un o
) . ) Cuantitati Elevado: Mayor
Colesterol LDL lipoproteinas de valor superior de 130 mg/dl
] . va de 130 mg/dL
baja densidad mg/d|
Colesterol unido a | Se considera a un o Reducido:
] . o Cuantitati
Colesterol HDL lipoproteinas de valor inferior de 40 mg/dl Menor de 40
va
alta densidad mg/dI mg/dI
Segun sexo Sexo bioldgico del ) . ) Masculino
SEXO . . ) ) Nominal | Historia clinica .
biolégico paciente estudiado Femenino
Segun dltimo afio ) Cuantitati | =~ ’
EDAD ) 18 a més Historia Clinica | No hay categoria
cumplido va
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V1.1 Seleccion de los genes objeto de estudio.

Se realiz6 una detallada revision bibliografica de los genes identificados en la actualidad
involucrados en el metabolismo de estatinas . Se revisaron varias bases de datos, donde
se recoge informacién de todas las mutaciones y variaciones identificadas para cada gen
con significado clinico patolégico y otras aun desconocidas. Entre estas bases de datos
destacan “GeneWindow” (http://genewindow.nci.nih.gov/Welcome) y “Ensamble

Genome Browser” (http://www.ensembl.org/index.html)..

VII. 2. Disefio de primers. Una vez seleccionados los genes objeto del estudio, se procede
al disefio de primers utilizando el software Primer 3.0 es una aplicacion gratuita que se

encuentra en diferentes servidores web.

Los primers deben ser especificos, con una longitud determinada, de modo que tengan
una secuencia unica dentro del ADN. Si esta secuencia se repite en otras zonas del ADN

daréa lugar a productos no deseados.

VI11.1 Andlisis de resultados de secuenciacién

Para el analisis utilizaremos MEGA 5.0, que esta disponible de forma gratuita
(http://www.megasoftware.net). Se realizara este anélisis mediante el soporte de biélogos

calificados en manejo de PCR

VI11.2 Obtencién de muestras. Las muestras de sangre que utilizamos normalmente para

la extraccion de ADN, vienen en anticoagulante EDTA. Todos los envios de las muestras
han de contener: 3 ml de sangre recién extraida, anticoagulada con EDTA (tubos con

tapdn violeta) a temperatura ambiente (RT) o 4 °C por mensajero urgente, consentimiento
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informado, formulario de la muestra, historia clinica del paciente (resumida y

anonimizada).

VI11.3 Anédlisis Estadistico

Se realizara el analisis estadistico con el programa STATA 15 proporcionado por la
Universidad Peruana Cayetano Heredia , ejecutdndose el paquete de analisis para la

regresion logistica y andlisis de variables propuestas.

IX. Sequimiento de pacientes

Al identificar al paciente se tomaran datos basicos de filiacién y nimero de contacto para
poder realizar un seguimiento telefénico y control al mes de la toma de muestra 'y a los 2

meses donde en cada corte se tomard muestra de perfil lipidico y enzimas musculares.

X. Etica:

El estudio sera sometido a evaluacion por el comité de Etica del Hospital Nacional
Arzobispo Loayza, la confidencialidad de los pacientes esta asegurada bajo las normas
internacionales de proteccion a la informacion en estudios clinicos y solo se trabajara bajo

la autorizacion explicita y documentada bajo consentimiento informado del paciente.
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XI. RECURSOS

RECURSO DESCRIPCION | COSTO CANTIDAD |TOTAL FINANCIAMIENTO
UNITARIO
Examinadores | - - 01 - -
Termociclador | Termociclador - 01 - Proporcionado por
laboratorio de UPCH
Primers Primers para | 15.00 Euros |58 870 euros | Por examinador
genes especificos
Jeringas toma de | Jeringa para toma | S/ 3.00 58 S/ 174.00 | Por examinador
muestra 5 ml de muestra por
paciente
Papel bond A4 80gr S/10.00 3 S/30.00 Por examinador
Lapiceros Tinta azul, 0.8 S/1.00 10 S/10.00 Por examinador
Ordenador Laptop - - - Por examinador
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XIl. CRONOGRAMA

ENE | FEBRE | MAR | ABR | MA |JUN |JUL | AGOS | SETIEM | OCTUB | NOVIEM | DICIEM
RO RO Z0 IL YO 10 10 TO BRE RE BRE BRE

ETAPA

DISENO DE
INVESTIGACI X
ON

BUSQUEDA
BIBLIOGRAFI | X X X | X | X | x| x| x X X X
CA

PROYECTO
DE
INVESTIGACI
ON

REGISTRO
DEL X
PROYECTO

APROBACION X

PRUEBA
PILOTO

EJECUCION X X

PROCESAMIE
NTO DE X
RESULTADOS

INFORME
FINAL

SUSTENTACI
ON

PUBLICACIO
N
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Anexo:

SMa __ SiMac
LOVela ™ " LOVeac

Excrecfon
biliar

LOV-II LW-O:

SiM-la SIM-ac
Clreutacion portal

*/ /*

SIM-IA e & SIM-M:

PRA
LoVl LOVeac
4
Pgp
H
Sih-la PRA ROS PIT ¢
LOV-la
Tracto Gastrointestinal

§IM =i na. LOV =L ATO= Ator FLU = Fluastatina. PIT=P
PRA = Py ina ROS = R i

~Ia = fnrma lastana -aa = fnrma Anida
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