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Controlul raspunsului terapeutic la administrarea
anticoagulantelor orale constituie o problema inca
nerezolvati satisfacitor, peste 6% din pacientii
anticoagulati suferind anual un eveniment
hemoragic major, aproape 1% decedand ca urmare
a tratamentului, iar nivelul de anticoagulare fiind
mentinut intre limite terapeutice, in ansamblu,
doar 60% din timp.

Numeroase studii recente prezinta rezultate
cantitative ale unor aspecte izolate de
farmacocinetica si farmacodinamica a
anticoagulantelor orale. Sistemul de simulare
prezentat in aceasta lucrare integreaza rezultatele
privind: absorbtia si distributia enantiomerilor R si
S ai acenocumarolului gi warfarinei, varietatile
genetice ale eliminarii acestora datorate mutatiilor
genetice ale citocromului P-450 (CYP2C9), efectul
asupra vitamin-K;-2,3-epoxid reductazei si
modificarile cantitative in metabolismul vitaminei
K, efectul scaderii concentratiei vitaminei-KH,
asupra sintezei factorilor II, VII, IX si X, proteinei
C si proteinei S, efectul sintezei si eliminarii
diferite a acestora asupra valorii raportului INR.

Cu acest simulator sunt explorate prin prisma
efectului asupra INR scenarii de administrare a
anticoagulantelor orale cu diverse regimuri in
functie de parametri genetici si constitutionali. S-a
putut reproduce evolutia obignuita, la majoritatea
pacientilor, a INR-ului sub tratament. Scaderea
activitatii CYP2C9 s-a insotit de schimbarea
raportului intre concentratiile plasmatice de
enantiomeri S- si R-warfarina, conform literaturii.
Simularea administrarii de regimuri de intretinere
de acenocumarol cu doza variabila de la o zi la alta,
cum ar fi 2-2-2-2-1, precum si neadministrarea
dozelor la ore fixe au avut drept efect o crestere a
oscilatiilor INR in cursul tratamentului de
intretinere de pana la trei ori fatd de administrarea
unei doze fixe la o ora fixa.
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1 Introducere

Variabilitatea raspunsului la administrarea
anticoagulantelor orale face deseori dificila conducerea
tratamentului anticoagulant, uneori in situatii
patologice in care mentinerea unei hipocoagulabilitati
in limite foarte precise poate fi vitala. Conform unei
sinteze recente [1] incidenta anuald a hemoragiilor
majore (hemoragii pentru care s-a putut documenta o
pierdere de cel putin doua unitati de sange sau care au
dus la spitalizare) este de 6.8% la pacientii
anticoagulati @ la long iar rata letalitatii anuale ca
efect secundar al acestui tratament de 0.88%

(tabelul 1). Urmarirea tratamentului in “clinici de
anticoagulare” specializate ar reduce aceste accidente
la 2.7% pe an si respectiv la 0.4% pe an (tabelul 1).

Tratament obisnuit

Studiu N N x ani majore fatale
Landefeld 1989 [2] 565 876 7.4 1.10
Gitter & al 1995 [3] 261 221 81 045
Beyth & al 1998 [4] 264 440 5.0 0.68
TOTAL 1090 1537 6.8 0.88
Tratament in clinici de anticoagulare
Studiu N N x ani majore fatale
Fosfar & al 1982 [5] 541 1.362 4.2 0.14
Fihn & al 1993 [6] 928 1.950 1.7 0.20
v d Meer & al 1993 [7] 6.814 6.085 33 0.64
Cannegieter & al 1995 [8] 1.608 6.475 25 0.33
Palareti & al 1996 [9] 2.745 2.011 1.4 0.24
TOTAL 12.636 17.883 2.7 0.40

Tabela 1: Rata anuald a complicatiilor majore si a celor
fatale sub tratament anticoagulant

In mare masura, aceste complicatii sunt consecinta
dificultatii mentinerii starii de hipocoagulabilitate in
limite terapeutice. In ansambly, in studiile citate in
tabelul 2, nu s-a reusit incadrarea intre aceste limite
decat pentru aproximativ 60% din timp.
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Esecul mentinerii unei hipocoagulabilitati adecvate
este in parte atribuit interactiunilor medicamentoase,
variabilitatii aportului alimentar de vitamine K,
dificultatilor de cuantificare a raspunsului terapeutic si
problemelor de complianta la tratament.

Studiu % din timp % din timp % din timp

corect dozat  supradozat subdozat
Holm 1999 [10] 63 8 29
Beyth 1997 [11] 33 16 51
Sawicki 1999 [12] 34 16 50
Palaretti 1996 [9] 68 6 26
Cannegeister 1995 [8] 61 8 31
Hellemons 1999 [13] 48 24 28
AFASAK 1989 [14] 73 1 26
BAATAF 1990 [15] 83 9 8
SPAF |11 1996 [16] 61 14 25
SPINAF 1992 [17] 56 15 29
CAFA 1991 [18] 44 16 40
AFASAK 11 1999 [19] 73 9 18
EAFT 1993 [20] 59 9 32
MEDIE 58 12 30

Tabela 2: Calitatea curentd a controlului tratamentului
anticoagulant cronic

O serie de masuri, cu caracter mai degraba
organizatoric, cum ar fi: urmarirea pacientilor in
clinici speciale de anticoagulare; utilizarea unor
aparate pentru determinarea INR-ului la domiciliu si
autoajustarea tratamentului; utilizarea unor programe
de calculator pentru predictia dozelor terapeutice, au
dus 1n unele cazuri la reduceri cuantificabile ale
incidentei hemoragiilor majore si letalitatii, dar in
ansamblu aceste reduceri nu pot fi considerate
suficiente.

In paralel, un numar mare de studii, in vivo gi in
vitro, incearca sa clarifice cantitativ farmacocinetica si
farmacodinamica anticoagulantelor orale. Integrarea
rezultatelor acestor studii intr-o reprezentare
cantitativa detaliata se poate realiza prin simularea
computerizata a proceselor de absorbtie, distributie si
eliminare a substantelor implicate i a fenomenelor
farmacodinamice.

Lucrarea de fata prezinta o versiune a unui astfel de
simulator, realizat de unul dintre autori (ADC) si
interpretarea unor scenarii tipice. Simulatorul se
numeste “Warfarissimo” si se prezinta pentru
utilizatori sub forma unui sit WWW care poate fi
accesat public la adresa
http://warfarissimo.corlan.net folosind orice
browser.

2 Metode

Prin “model farmacologic” intelegem descrierea,
detaliata cantitativ, a unei conceptii privind
farmacocinetica si farmacodinamica unor

medicamente, in cazul de fata al warfarinei gi
acenocumarolului. Simulatorul este o reprezentare
computerizata a acestei descrieri.

Modelul farmacologic folosit de noi a fost construit
pe baza unor studii din literatura, enumerate mai jos.
Majoritatea studiilor publicate privesc warfarina, care
este anticoagulantul cel mai folosit in lumea
anglosaxond. Am studiat i acenocumarolul intrucét la
noi, i in alte tari, este preferat warfarinei.

2.1
2.1.1 Absorbtie si distributie

Modelul farmacologic

Am folosit un model cu dou& compartimente: unul
reprezentand tractul digestiv si celalalt spatiul de
distributie al preparatului cumarinic. La momentul
administrarii se presupune ca substanta se distribuie
instantaneu si uniform in primul compartiment de
unde nu este eliminata decat prin trecerea in al doilea
compartiment cu o viteza proportionala cu
concentratia din primul, cu un timp de Injumatatire de
30°.

Acest model corespunde absorbtiei rapide si
complete a preparatelor cumarinice si faptului ca
substanta circulanta este imediat legata de proteinele
plasmatice [21] intr-o proportie de peste 99% astfel
incat nu se ajunge la un echilibru intre concentratia
plasmatica si cea din lumenul intestinal.

Versiunea actuala a simulatorului nu include
interactiuni cum ar fi legarea warfarinei de proteinele
alimentare [22]. Administrarea intravenoasa a
warfarinei poate fi simulata prin distributia
instantanee in compartimentul al doilea.

Am considerat ca fiecare doza administrata este un
amestec racemic in cantitati egale de enantiomeri S si
R ai substantei administrate.

Spatiul de distributie in compartimentul plasmatic a
fost fixat, in modelul nostru, la 140ml/kgC pentru
warfarina S si R (dupa [23]) si de 220ml/kgC si
respectiv 400ml/kgC pentru R-acenocumarol si
respectiv S-acenocumarol[24].

2.1.2 Eliminare

In modelul nostru am considerat ci formele S si R ale
warfarinei si acenocumarolului sunt in totalitate
eliminate (prin hidroxilare) in microzomii hepatici de
varietati ale citocromului P-450, intr-un mod diferit
pentru fiecare enantiomer al fiecarei substante.

Dintre varietatile de citocrom P450, CYP2C9
realizeaza cea mai mare parte a eliminarii formelor S,
si contribuie in proportie de circa 40% la eliminarea
R-acenocumarolului. Ceilalti citocromi implicati sunt
CYP2C19, CYP2A1 si CYP3A4.

Citocromul CYP2C9, care este implicat si in
eliminarea altor medicamente cum ar fi fenitoina,
tolbutamida, diclofenacul si losartanul, a fost studiat
extensiv pentru ca gena care il codifica prezinta o serie
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de mutatii cu prevalenta mare care scad substantial
activitatea biologicd a citocromilor [25]. Sunt
cunoscute 6 alele, dintre care pentru populatiile
caucaziene sunt relevante: CYP2C9*1 (forma
salbaticd), CYP2C9*2 (substitutia argininei din
pozitia 144 cu cisteind) si CYP2C9*3 (substitutia
izoleucinei din pozitia 359 cu leucind). Aceste trei gene
se pot combina in 6 genotipuri: *1*1, ¥1*2, *1*3,
*2%2, *2*3 gi *3*3. Prevalenta lor in populatia
caucaziana este ilustrata in figura 1.

*1#1 (65.3%)

*2*2 gO.Q%

33 ?:2‘3//5}

*1*3 (11.6%)

*1%2 (20.4%)

Figura 1: Prevalenta genotipurilor CYP2C9 in populatia
caucaziana

Conform cu [25, 26, 27] contributia relativa a
divergilor citocromi la hidroxilarea enantiomerilor
warfarinei gi acenocumarolului poate fi aproximata
prin valorile din tabelul 3 pentru genotipul
CYP2C9*1*1, valori pe care le-am utilizat in modelul
nostru. Clearance-ul in vitro al S-warfarinei prin
citocromii citocromilor CYP2C9*2 gi CYP2C9*3 este
de 42-69% si respectiv 4-8% din cel produs de
CYP2C9*1[25]. Aceste raporturi sunt diferite in
functie de substrat si in functie de specia la care s-a
transferat alela respectivd (de obicei la un miceliu sau
o bacterie).

Activitatea in vivo nu poate fi inferata direct din cea
in vitro care nu este determinata pe celule umane iar
expresia celor doua gene la indivizii heterozigoti poate
fi variabila gi nu este cunoscuta. In schimb, o serie de
studii cu warfaring [28, 29, 30] raporteazd dozele medii
de intretinere cu amestecul racemic pentru diverse
genotipuri, valori care sunt mai bine caracterizate (pe
mai multe cazuri) pentru genotipurile *¥1*1, *¥1*2 gi
*1*3. Am identificat un singur studiu [26] care
raporteaza dozele de intretinere pentru acenocumarol
in functie de genotip (tabelul 4). Relatia cantitativa

Citocrom Contributie la eliminare (%)
Warfarina Acenocumarol
R S R S
CYP2C9 5 97 40 99
CYP2C19 70 1 45
CYP1A2 23 1 15
CYP3A4 2 1 0 0

Tabela 3: Contributia varietatilor de citocrom P450 Ila

catabolismul warfarinei si acenocumarolului la indivizii cu
genotip CYP2C9*1*1

dintre activitatea CYP2C9 gi dozele de intretinere este
neliniara dar este de presupus ca este monotona in
sensul ca unei doze de Intretinere mai mici 1i
corespunde o activitate a citocromului mai redusa.
Desemnéand valoarea de 1.0 pentru activitatea
CYP2C9 a homozigotilor cu gena silbaticd (*1*1), am
determinat prin ciutare (simulare cu diverse valori ale
activitatii enzimei pana la obtinerea comportamentului
corespunzator celui experimental) valorile medii de 0.7
si 0.4 pentru genotipurile *1*2 gi *1*3.

Substanta: Genotip

*¥1*¥1 *¥1*¥2 *1*3
mg Warfaring [25], INR=2.5: 528 459 3.78
mg Acenocumarol [26], INR=2.5: 244 206 157
Activitate CYP2C9 (simulat) 1.00 070 0.40
mg Warfaring INR=3.0 (simulat) 6.10 525 430
mg Warfarind INR=3.5 (simulat) 6.80 590 4.85
mg Acenocumarol INR=3.0 (simulat) 295 246 1.85
mg Acenocumarol INR=3.5 (simulat) 3.40 282 211

Tabela 4: Dozele de intretinere medii pentru acenocumarol
racemic si warfarind racemica in functie de genotip deter-
minate experimental (primele doud randuri); valorile deter-
minate prin c3utare pentru activitatea CYP2C9 si dozele
determinate prin cdutare pentru anticoagulare Tnalta Ila
aceleasi genotipuri.

2.1.3 Efectul asupra sintezei proteinelor
plasmatice vitamin-K dependente

Factorii de coagulare II, VII, IX si X si proteinele
anticoagulante S si C sunt sintetizate din precursori
proteici existenti in ficat prin y-carboxilarea mai
multor resturi de glutamat din structura lor[23]
(figura 2). Reactia este esentiald pentru prezenta
activitatii biologice a acestor proteine (desi asupra
mecanismului exact sunt emise ipoteze aparent
contradictorii).

~-Carboxilarea factorilor de coagulare are loc
simultan cu oxidarea dihidro-vitaminei-K; la
vitamin-K;-2,3-epoxid. Reducerea din aceasta forma
inapoi la vitamina-K; se face de catre o enzima cu
structurd necunoscuté, sensibila la warfarina, numita
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Figura 2: Mecanismul de actiune al antivitaminelor K

vitamin-K;-2,3-epoxid-reductaza (VKOR). La randul
ei, vitamina-K; este redusa la vitamin-K;Hs sub
actiunea unei alte enzime, vitamin-K;-reductaza, mai
putin sensibila la efectul warfarinei. Un proces similar
sufera probabil si celelalte vitamine K.

Un studiu din 1997 [31] descrie doud enzime in
reticulul endoplasmatic: o vitamin-K;-reductaza care
nu poate fi blocata de warfarina si un complex
enzimatic care este inhibat de warfarina si care
indeplinegte atat functia VKOR cat si functia de
vitamin-K;-reductaza. Acest complex enzimativ pare
a fi format dintr-o glutation-S-transferaza (GST) care,
dupa ce este asamblata cu o alta proteina, pierde
proprietatea enzimatica initiala si dobandeste
activitatea VKOR. Atat GST cat si VKOR sunt
sensibile la warfarina.

Warfarina inhiba ireversibil VKOR [32] de unde
rezulta ca turnover-ul enzimei joaca un rol foarte
important in cinetica reactiilor redox ale vitaminei-K
si deci in rata de productie a factorilor de coagulare,
dar valoarea acestui turnover nu este cunoscuta.

Concentratiile plasmatice si timpii de Injumatatire
ai factorilor de coagulare vitamin-K dependenti sunt
prezentate in tabelul 5 [23, 33].

Concentratia si activitatea factorilor circulanti fiind
considerate constante in timp, la subiectul sanatos,

Proteina T1/2 (ore)[23]  nmol/L [33]
Factor VII 6 10
Factor IX 24 920
Factor X 36 170
Factor Il 50 1400
Proteina C 8 60
Proteina S 30 300

Tabela 5: Concentratiile plasmatice medii si timpii de
Tnjum3atatire ai proteinelor plasmatice vitamin-K depen-
dente

rata de productie si de eliminare a fiecaruia sunt egale.

O descriere cantitativa, determinata experimental, a
efectului warfarinei asupra variatiei in timp a
activitatii factorilor II, X gi VII (care sunt relevanti
pentru valoarea INR) se gaseste in [34]. Tratamentul
cu warfarina a fost instituit i mentinut timp de 8 zile
la 9 voluntari sanatosi, INR fiind adus in jur de
valoarea de 2.5. In perioada tratamentului de
intretinere, activitatea factorilor VII si X scade la
aproximativ 12% din valoarea normala in vreme ce
activitatea factorului II scade la aproximativ 30%.
Aceste date furnizeaza un sistem de ecuatii
supradeterminat prin rezolvarea caruia am obtinut
coeficientii unei functii hiperbolice care descrie relatia
cantitativa intre activitatea factorilor de coagulare si
INR.

In modelul nostru am ales o valoare arbitrars pentru
timpul de Injumatatire al VKOR. Sinteza si
degradarea acestei enzime au fost reprezentate printr-o
cinetica de ordinul I, fiind egale la subiectul netratat.
Efectul warfarinei si acenocumarolului asupra VKOR
au fost implementate ca o reactie ireversibila cu o
viteza de reactie proportionala cu cantitatea de VKOR
si cea de anticoagulant circulant gi cu cate o constanta
de reactie proprie fiecarui enantiomer.

Concentratia de vitamina K circulanta a fost
desemnata ca avand un nivel fiziologic de 1.0, si nu
poate fi modificata de la un scenariu la altul in aceasta
versiune. Ciclul redox al vitaminei K (figura 2) a fost
implementat prin modelele cinetice a trei reactii
ireversibile (doud reduceri si o oxidare), viteza de
reactie a oxidarii determinand (printr-un coeficient de
proportionalitate) viteza de producere a factorilor de
coagulare y-carboxilati. Concentratia precursorilor
factorilor disponibili pentru reactie a fost considerata
constanta, astfel incat viteza reactiilor de y-carboxilare
in modelul nostru este determinata doar de
concentratia de vitamina K;Hs disponibila pentru
reactie—care este determinata la randul sau de
activitatea VKOR.

2.2 Implementarea simulatorului

Simulatorul “Warfarissimo” functioneaza pe principiul
metodei cu diferente finite, cu pas fix, pentru
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rezolvarea sistemelor de ecuatii diferentiale liniare de
ordinul I. Timpul este discretizat in intervale finite si
egale, numite “pagi de simulare”, in cazul nostru
intervale de 7.2 secunde. Procesele care ne intereseaza,
de absorbtie, distributie, variatie a concentratiei
factorilor de coagulare si a INR-ului, luate pe
ansamblul organismului, pot fi considerate aproape
statice (cvasistatice) la aceastd scald de timp. De
exemplu, tinadnd cont ca timpul de Injumatatire al
R-warfarinei plasmatice este de cca 40 de ore, putem
considera ca Intr-un interval de 7.2 secunde scaderea
warfarinemiei este liniara iar viteza de eliminare este
constanta. Viteza de eliminare este data de produsul
intre clearance-ul substantei si concentratia sa la
inceputul intervalului considerat.

Simulatorul stocheaza in memoria calculatorului,
pentru fiecare substanta luata in considerare gi pentru
fiecare pas de simulare, concentratia plasmatica a
substantei intr-o celula de memorie. Apoi, la fiecare
pas de simulare, calculeaza vitezele de variatie pentru
fiecare substanta in parte, in functie de relatiile
descrise anterior. De exemplu, pentru factorul II,
variatia este diferenta dintre cantitatea produsa si cea
eliminata. Cea eliminata este datd de produsul dintre
concentratia plasmatica si clearance-ul factorului IT
(corespunzator timpului de injumatatire de 50 de ore).
Cea produsa este egala cu cea eliminata daca
vitamina-K;Hs este la nivel normal sau scazuta la
proportia fatd de normal a nivelului acesteia.

Pe langa aceste procese simulatorul mai ia in
considerare evenimente introduse de utilizator, cum ar
fi de exemplu administrarea unei cantitiati de
acenocumarol racemic (din care cite jumitate este
adunata la cantitatea de S-acenocumarol si respectiv
R-acenocumarol din compartimentul digestiv in
momentul administrarii).

Datele de intrare pot fi introduse accesand sit-ul
warfarissimo.corlan.net. In fereastra browser-ului
apare un formular similar celui din figura 3. In
campurile acestui formular se pot introduce
medicamentele administrate, momentele administrarii
si dozele, precum si parametri generali ai cazului
studiat cum ar fi greutatea corporala sau tipul genetic
de citocrom CYP2C9, dupa care se apasa butonul
‘Simulate’.

Simularea se desfagoara in modul descris mai sus si
dureaza in jur de 15 secunde. Timpul de raspuns al
sistemului poate fi mai lung daca alti utilizatori, de
oriunde din reteaua Internet, lanseaza in acelagi timp
alte simulari. Rezultatele sunt prezentate in forma
grafica. Un set de date care determina complet un set
de rezultate poarta numele de “scenariu de simulare”.

Rezultatele unui scenariu, in care s-a administrat o
doza de intretinere de 5.28mg de warfarina zilnic unui
subiect de 70kg, cu genotip *1*1, sunt prezentate in
figura 4.

Toate graficele au timpul pe axa x unde sunt
reprezentate 20 de zile, fiecare interval intre doua

trasee verticale reprezentand 24 de ore. Primul grafic
reprezinta evolutia in timp a concentratiei plasmatice
a S-warfarinei (graficul cu linie punctata) si
R-warfarinei (graficul cu linie aproape continua).

Al doilea grafic prezinta evolutia in timp a INR-ului.
In exemplu se observa ca un INR de 2.0 a fost atins in
5 zile (prima administrare in acest scenariu are loc la
ora 0 a zilei 1) gi INR-ul s-a stabilizat in jurul valorii
de 2.6.

Al treilea grafic reprezinta variatia in timp a
factorilor de coagulare. Liniile continue reprezinta
concentratiile plasmatice totale ale factorilor VII, IX,
X si XII (in ordinea descrescdtoare a vitezei de scidere
dupa initierea tratamentului). Liniile intrerupte
reprezinta concentratiile factorilor circulanti
sub-y-carboxilati, care nu sunt activi biologic.
Diferenta intre aceste grafice, in fiecare moment,
corespunde nivelului de activitate al factorului
respectiv, reprezentat ca o fractie din activitatea
normala notata cu 1.0.

Ultimul grafic este analog cu cel de al treilea, dar
descrie activitatea plasmatica a proteinelor
anticoagulante C si S.

2.3 Calibrarea simulatorului

Pe langa parametrii care pot fi modificati de utilizator
(activitatea CYP2C9 gi greutatea corporala, in
versiunea curentd) simulatorul mai include si
“parametri interni” ale caror valori sunt fixate gi nu
pot fi modificate de utilizator.

Calibrarea simulatorului consta in determinarea prin
incercdri (simulédri) succesive a valorilor parametrilor
interni care asigura reproducerea satisfacatoare a
datelor experimentale. Parametrii interni sunt in
general constante de reactie. Aceastd metoda, numita
“cautare”, este echivalenta cu rezolvarea unor sisteme
de ecuatii ale caror necunoscute sunt parametri
interni, ale caror constante sunt valorile determinate
experimental i raportate in literatura, si ale caror
forme sunt determinate de sistemul de ecuatii
diferentiale care constituie modelul nostru si care
descriu cinetica reactiilor chimice sau fenomenelor de
difuzie mentionate in sectiunile anterioare.

Homeostazia factorilor de coagulare vitamin-K
dependenti. Prima faza a calibrarii a constat in
ajustarea: afinitatii vitamin-K;-2,3-epoxidului pentru
VKOR (constanta de reactie a primei reduceri);
afinitatii vitaminei K; pentru vitamin K; reductaza;
afinitatii vitamin K;Hs pentru ~-carboxilaza;
clearance-ului i aportului de vitamina Ky; a
coeficientului de proportionalitate intre consumul de
vitamina K;Hs si cantitatea de factori v-carboxilati;
activitatii si afinitatii vitamin-K-reductazei
independente de warfarina. Acesti parametri au fost
ajustati in aga fel incat homeostazia factorilor de
coagulare s& fie constanta gi stabila (in cazul in care se
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Figura 3: Formularul de introducere a datelor pentru un scenariu de simulare

schimba artificial concentratia unuia din substratele
implicate, de exemplu concentratia de vitamina K
circulanta se forteaza la 0, concentratiile tuturor
substantelor sd revina la normal prin efectul reactiilor
respective).

Efectul warfarinei asupra factorilor de
coagulare circulanti. Odata reprodusa
homeostazia factorilor de coagulare, am ajustat
afinitatea warfarinei S i R (la 0.2 din cea a warfarinei
S) pentru VKOR si rata de injumatatire a VKOR
astfel incat, pentru un individ de 70kg, cu o activitate
a CYP2(C9 de 1.0, cu un timp de injumatatire mediu
corespunzator valorilor din literatura [23] sd se obtina
concentratia plasmatica medie din [23], iar la
admininstrarea regimului din [34] la voluntari sanétosi,
evolutia in timp a activitatii factorilor de coagulare II,
VII si X si reproduca rezultatele din [34]. Valorile
INR-ului din acelasi experiment au fost reproduse in
virtutea relatiei anterior determinate intre factorii de
coagulare gi INR.

Efectul acenocumarolului. In urmitoarea fazi am
ajustat afinitatea enantiomerilor de acenocumarol
pentru VKOR  astfel incat pentru cazul *1*1 sa se
obtina un INR de 2.5 cu doza medie administrata in
[26].

3 Rezultate

3.1 Rezultatele calibrarii

Figura 5 prezinta, cu linie continua, graficul valorilor
medii ale factorilor de coagulare gi a INR-ului
determinate experimental in [34], si cu linie intrerupta
graficul valorilor aceloragi variabile intr-un scenariu de
simulare in care s-a administrat unui subiect teoretic
de 70kg cu genotip *1*1 warfarina racemici in acelasi
regim (trei zile cite 10mg urmate de 5 zile cite 5mg)
ca in studiul din [34].

Media patratica a diferentelor intre valorile masurate
si cele simulate pe toatd durata experimentului a fost
de 0.056 pentru factorul VII, 0.066 pentru factorul II,
0.075 pentu factorul X si 0.15 pentru INR.

3.2 Valorile medii ale activitatii
CYP2C9.

Valorile medii ale activitatii CYP2C9 pentru tipurile
*1*2 g1 *1*3 au fost determinate in astfel incat, pentru
un subiect sanatos de 70kg, dozele de mentinere a INR
la valoarea de 2.5 sa fie mediile celor raportate in
literatura si mentionate in tabela 4. Rezultatele
pentru aceste medii au fost de 0.7 pentru *1*2 si 0.4
pentru *1*3.

Pentru aceste valori am cautat apoi dozele de
intretinere care ar fi necesare pentru atingerea unui
INR de 3.0 sau de 3.5. Aceste rezultate se gasesc tot in
tabela 4.
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Figura 4: Prezentarea grafica a rezultatelor unui scenariu
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Figura 5: Evolutia n timp a activitatii factorilor de antico-
agulare I, VIl si X 'si a INR-ului Tn administrarea experimen-
tald a warfarinei la voluntari sandtosi (linii continue, [34]) si
reproducerea aceluiasi experiment prin simulare (linii punc-
tate)

3.3 Variabilitatea interindividuala a
activitatii CYP2C9

Este posibil sa existe o variabilitate interindividuala
importanta a activitatii in vivo a CYP2C9 la acelasi
genotip. De exemplu, Thijssen [24] a studiat un
pacient tanar cu genotipul *1*3 la care doza de
intretinere a fost de 0.7mg acenocumarol pe zi,
aproximativ de trei ori mai mica decat media
raportata pentru un esantion de 48 de subiecti cu
genotipul *1*3 tratati cu acenocumarol si raportati in
[26]. Doza de intretinere a prezentat insa variatii intre
0.32 si 3.14 mg/zi. O doza de intretinere de cca
0.5mg/zi pentru INR 2.5 a fost mentionata in [35]
pentru doud cazuri de tip *3*3.

In studiul [24] la pacientul cu genotipul *1*3, de
62kg, dupd Intreruperea tratamentului (postoperator)
cu doza de intretinere de 0.5mg s-a efectuat
identificarea genotipului si s-au administrat 8mg
acenocumarol in priza unica, dupa care s-au dozat
concentratiile sanguine de acenocumarol R si S, seriat,
de 7 ori in cursul a 24 de ore. Un alt subiect sanatos,
de 78kg, cu genotipul *1*1 a urmat acelasi protocol.

Am incercat sa reproducem cu “Warfarissimo”
rezultatele acestui experiment la un subiect de tip
*1*1, de 78kg obtinand evolutia concentratiilor
sanguine de R/S-acenocumarol din figura 6 stanga, iar
pentru un subiect cu greutatea de 61 de kg si activitate
CYP2C9 de 0.1, cea din figura 6 dreapta. Aceste
grafice sunt aproape identice cu cele din [24] figura 2,
care reprezinta concentratiile respective masurate.

In continuare, intr-un alt scenariu, am fixat

aclisi acl3si

25 300 350
I I I
250 300 350
I I I

200
I
200
I

ug/l
ug/l

50
I
50
I

T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

0 5
ore ore
Figura 6: Variatia concentratiilor plasmatice ale R-

acenocumarolului (linie continud) si S-acenocumarolului
(linie punctatd) dupa administrarea unei singure doze de
8mg ntr-un scenariu cu greutatea corporald de 78kg si
activitate normald a CYP2C9 (stinga) si intr-un scenariu
cu greutatea corporala de 61kg si activitate a CYP2C9 re-
dus3 la 0.1 (reproducerea prin simulare e experimentului
din [24])

greutatea corporala la 61kg si activitatea CYP2C9 la
0.1 si am simulat administrarea de acenocumarol dupa
schema descrisd in [24] pentru pacientul *1*3, adica de
5mg pe saptamana cu schema 1-1-1-0-1-1-0, obtinand
un INR cuprins in general intre 2 si 3, corespunzator
rezultatului experimental.

In aceste scenarii a fost nevoie sa folosim o
activitate a CYP2C9 de 0.1 fata de media de 0.4
pentru acest genotip ceea ce pare sa indice ca, in
cadrul genotipului *1*3, posibil datorita expresiei
variabile a celor doua alele, activitatea CYP2C9 poate
varia cu pani la 300%.

3.4 Evolutia concentratiilor sanguine
de anticoagulant

O metoda indirecta propusa in literatura pentru
determinarea tipului genetic de CYP2C9 a fost
determinarea raportului intre concentratia plasmatica
de R si S acenocumarol. Figura 7 prezinta aceste
niveluri plasmatice la administrara dozelor medii de
intretinere in scenarii cu greutatea corporala de 70kg si
cu activitate a CYP2C9 medie pentru cele trei
genotipuri studiate (1.0, 0.7 gi 0.4). Se observa ca
evolutia in timp a concentratiei formelor S este
similara in cele trei cazuri, dar cea a formelor R
variaza in functie de doza. Aceasta se explica prin
activitatea mult mai ridicata de inhibitie a VKOR, de
catre forma S, al carei nivel plasmatic in ultimele
24-48 de ore este principalul determinant al INR~ului,
astfel incat atingerea unui INR dat cu un medicament
dat presupune in primul rand obtinerea concentratiei
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plasmatice corespunzatoare a formei S. Totusi, forma S
de acenocumarol persista in sidnge doar pentru scurt
timp dupé fiecare administrare, astfel incat pare
improbabil ca raportul intre concentratia formei R si
cea a formei S sa aiba valori cu utilitate practica
pentru acenocumarol.
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Figura 7: Variatia concentratiilor plasmatice ale formelor
S- si R- de warfarind si acenocumarol pe o durat3 de dou3
zile Tn perioada de intretinere in scenariile de calibrare pen-
tru INR=2.5 in functie de genotip

Pentru warfarind acest raport a variat intre
1.72-2.24 pentru genotipul *1*1, intre 1.5-1.79 pentru
genotipul *1*2 si intre 1.23-1.33 pentru genotipul *1*3
astfel incat ar putea fi folosit pentru identificarea
genotipului.

3.5 Efectul regimului de incarcare in
functie de genotip
In figura 8 este ilustrata evolutia INR in trei scenarii

in care greutatea corporala a fost de 70kg si s-au
administrat cate 4mg acenocumarol pe zi vreme de trei

zile consecutiv. Valoarea maxima a INR a fost atinsa
in acelagi moment, la 16 ore de la ultima administrare,
si a fost de 2.4 pentru tipul *1*1 (CYP2C9=1.0), de
2.8 pentru tipul *1*2 (CYP2C9=0.7) si de 3.4 pentru
*1*3 (CYP2C9=0.4). O variatie a INR chiar mai mare
a fost produsa insa prin varierea greutatii corporale
(fig 8 jos) doar intre 50 si 100kg, la o valoarea normala
a CYP2C9 (1.0 corespunzator *1*1).
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Figura 8: Efectul a trei prize zilnice “de Tncdrcare” a cate
4mg de acenocumarol asupra INR-ului in trei scenarii cu
aceeasi greutate corporald (70kg) si genotipuri ¥1*1, *1*2
si ¥1*3 (sus) si respectiv acelasi genotip (¥1*1) si greutate
corporala de 50, 70 si 100kg (jos)

3.6 Efectul schemelor de tratament cu
multipli de 1mg de acenocumarol

Am studiat efectul unor scheme de anticoagulare oralé
obisnuite asupra evolutiei INR. Intrucat o tabletd de
Sintrom are 4mg, acesta se poate administra numai in
multipli de 1mg (un sfert de tableta).

In figura 9, graficul de sus, este prezentata evolutia
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Figura 9: Diferente intre administrarea unei doze exacte si unui regim cu doze in numar intreg de mg la un nivel de

anticoagulare de INR=3.5 (sus) si respectiv INR=2.5 (jos)

in timp a INR simulat dou& scenarii cu genotip *1*2 si
greutate corporala de 70kg la care tinta terapeutica a
fost INR=3.5. Doza optima este de 2.8 mg. Intr-unul
din scenarii s-au administrat chiar 2.8mg (ceea ce nu
se poate face intr-un caz real) iar in celilalt s-a
administrat dupa schema 3-3-3-3-2. Se observa ca in
primul caz (linia continud) variatia INR a fost intre
3.2-3.8 iar in al doilea caz (linia intrerupta) a fost
intre 2.7-4.2. Cu alte cuvinte, intervalul de variatie al
INR aproape s-a triplat prin folosirea schemei
3-3-3-3-2 in locul unei doze zilnice exacte.

Similar, in figura 9 jos tinta a fost INR=2.5 care in
conditiile unui genotip *1*3 cu o greutate corporald de
80kg presupune o doza zilnica de 1.8mg.
Administrarea dozei exacte a produs oscilatii ale INR
cu amplitudinea de 0.4 in vreme ce administrarea dupa
schema 2-2-2-2-1 a produs oscilatii cu amplitudinea de
1.0.

3.7 Efectul administrarii neregulate

In figura 11 se prezinta cu linie continua groasa
tratamentul de incarcare si intretinere cu o schema 2-1
de acenocumarol intr-un scenariu cu genotipul *1*3 si

greutatea de 70kg. Ca si In exemplele prezentate
anterior, s-a administrat o singura doza la aceeasi ora
(conventional ora 0) in fiecare zi. In dou variante ale
acestul scenariu (cu linii intrerupte) s-a intarziat o
doza cu 12 si respectiv 24 de ore si intr-o a treia
variantd (cu linie continué subtire) s-a sarit complet o
dozi. Intarzierea unei doze (de 2mg) cu 12 ore a
produs o scadere a INR sub 2 pentru 24 de ore;
intarzierea cu 24 de ore (doza luatd cu doza urmétoare
a doua zi) o scidere sub 2.0 pentru 48 de ore iar
sarirea completa a unei doze a dus la scaderea INR
sub 2.0 pentru peste 4 zile.

In figura 10 cu genotipul *1*2 si 70kg s-a urmarit
atingerea unui INR de 3.5 (sus) si respectiv 2.5, scop
in care s-au administrat 2.86mg si respectiv 2.06mg
zilnic. Traseele continue reprezinta evolutia INR dupa
administrarea amestecului racemic la aceeagi ora in
fiecare zi, iar cele cu linie Intreruptd—dupa
administrarea la un moment generat aleator cuprins
intre ora 6:00 si ora 22:00 in fiecare zi. Seria de
momente generate aleator la care s-a facut
administrarea a fost aceeasi si pentru tinta terapeutica
de INR=3.5 si pentru cea de INR=2.5.

Se observa ca administrarea aleatorie a produs
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Figura 10: Diferente intre administrarea dozelor la aceeasi ora in fiecare zi si administrarea la un moment ales la
intdmplare ntre orele 6-22 in fiecare zi, la un nivel de anticoagulare de INR=3.5 (sus) si respectiv INR=2.5 (jos);
momentele de administrare au fost generate aleator, dar aceleasi momente au fost folosite in ambele scenarii.

oscilatii neregulate cuprinse intre 1.9 si 3 pentru
scenariul cu tinta de INR=2.0 si intre 2 si 4.9 pentru
scenariul cu tinta de INR=3.5. Oscilatiile mai ample
pentru tinta de 3.5 se datoreaza faptului ca au loc pe
fondul unui nivel mai scazut al factorilor de coagulare.

4 Discutii

Modelarea computerizata nu este o metoda directa de
aflare a adevarului, ci doar una de clarificare
cantitativd a teoriilor.

In ansamblu, lucrarea noastra sustine ca, din punct
de vedere teoretic, un model format din ecuatii care
descriu cinetica unei succesiuni de reactii chimice,
expuse la metode, gi care este calibrat sa reproduca
rezultatele experimentale din bibliografie, are drept
consecinta logicd (si cantitativd) manifestarile expuse
in sectiunile 3.4-3.7. Lucrarea nu demonstreaza ca
acest model este exact (conform realitatii), el putand fi
respins prin identificarea unor contraexemple, fie
experimental fie in literatura.

Utilitatea demersului consta in faptul ca este mult

mai ugor de verificat daca administrarea
acenocumarolului dupa o schema 2-2-2-2-1 fata de o
doza constanta zilnica duce intr-adevar la o variatie
mai mare a INR-ului, cum ar prezice modelul nostru,
decat de monitorizat, sa zicem, variatiile
vitamin-K;-2,3-O 1n citoplasma hepatocitelor.

Rejectarea experimentala a unor predictii ale unor
modele computerizate, atunci cand se poate obtine cu
mijloace simple, permite eliminarea unor ipoteze
privind mecanismele care au dus la acele predictii fara
a mai fi nevoie de experimente costisitoare sau riscante.

De exemplu, intr-un studiu preliminar am presupus
ca reactia Intre derivatele cumarinice si VKOR ar fi
reversibild, sau cu alte cuvinte ca scaderea la zero a
concentratiei de acenocumarol ar fi insotita de
revenirea reactiei de y-carboxilare la o viteza normala.
Intrucat factorul VII are un timp de injumatatire de
numai 6 ore, iar acenocumarolul, in ansamblu de
numai 8 ore, modelul prezicea variatii diurne foarte
mari ale INR (de ordinul a 1.5) daca se administra
numai o priza pe zi, variatii care puteau fi reduse
administrand medicamentul fractionat, de doua sau de
trei ori pe zi.
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Figura 11: Efectul Tntarzierii sau saririi unei doze asupra INR.

Acest rezultat contravenea experientei clinice
curente gi am identificat un studiu simplu care
demonstra inutilitatea administrarii fractionate a
acenocumarolului prin masuratori frecvente ale INR.
Aceasta discordanta a demonstrat ca mai exista un
fenomen de integrare in timp a efectului
anticoagulantului circulant, pe langa crearea unui
deficit si in cele din urméa am identificat un studiu in
vitro, mai vechi, care mentiona ireversibilitatea reactiei
VKOR-anticoagulant [32]. Aceasta a dus la formularea
modelului actual, in care incetarea efectului
anticoagulant este data de turnover-ul enzimei VKOR,
calibratd ca s& se conformeze rezultatelor din [34] si in
care variabilitatea diurna a INR-ului este considerabil
mai mica.

4.1 Reproducerea evolutiei factorilor
de coagulare si a INR-ului

Sistemul Warfarissimo reproduce dinamica medie a
INR-ului sub tratatament cu warfarina, la subiecti
sanatosi, pentru intervalul 1-2.5 cu o eroare medie de
0.15, care poate fi considerata in limita erorilor de
laborator curente pentru determinarea INR.

Reproducerea evolutiei factorilor de coagulare si a
INR-~ului nu este exacta, existand diferente de mica
amplitudine, probabil irelevante pentru multe aplicatii,
dar sistematice. De exemplu, revenirea concentratiei
factorilor si a INR~ului este ceva mai rapida in datele
publicate decdt in modelul nostru.

Evolutia in timp a concentratiilor factorilor in
modelul simulat si probabil la fiecare individ este o
functie exponentiald (corespunzitoare cineticii de
ordinul I). Media aritmeticd a mai multor concentratii
care evolueaza dupa o lege exponentiala nu variaza
insd tot exponential (ar fi trebuit folosita, in schimb,
media geometricd). Din aceastd cauzi un progres
substantial In ce priveste precizia va putea fi obtinut
numai cand vom dispune de date individuale.

Revenirea mai rapida a INR-ului si a factorilor de

coagulare dupa incetarea tratamentului ar putea fi
explicata de existenta unui fenomen de rebound.
Posibilitatea unui astfel de fenomen este evocata in
unele studii, dar relevanta sa clinica fiind considerata
redusa—mai ales in lipsa unei metode suficient de
detaliate cantitativ ca sa-1 ia in calcul—este putin
studiat.

Un astfel de fenomen ar putea fi cauzat de exemplu
de acumularea de precursori ne-y-carboxilati ai
factorilor de coagulare, a caror concentratie crescuta ar
duce la o cregtere substantiala a vitezei reactiei de
~-carboxilare la Incetarea administrarii de
antivitamina K. Cresgterea raportului plasmatic intre
forma epoxid si forma neredusa a vitaminei K; este
documentata in literatura, astfel incat modelul nostru
implementeaza acumularea si efectul de rebound
corespunzator acesteia, dar acumularea precursorilor
factorilor de coagulare nu este. Teoretic ar fi posibil si
ca existenta precursorilor in citoplasma hepatocitelor
sa reprime genele care 1i sintetizeaza gi fenomenul de
rebound sa nu apara in realitate.

Chestiunea ar putea fi clarificata si indirect daca se
dovedegte pe cazuri individuale ca diferenta in viteza
de revenire nu este cauzata de erorile de mediere si
daca vom reusi sa identificam studii care sa descrie cu
suficienta precizie dinamica relatiei intre diversele
forme ale vitaminei K circulante si efectul
anticoagulantelor.

Relatia intre concentratia factorilor de coagulare si
valori toxice (peste 5) ale INR nu este studiata la om,
cel putin in bibliografia gasita de noi. Din aceasta
cauza precizia cu care modelul nostru reproduce astfel
de valori este greu de estimat.

4.2 Activitatea CYP2C9

In [25, 26] variabilitatea raspunsului indivizilor cu
acelagi genotip este considerabila. Degi greutatea
corporald, varsta, si posibil alti factori contribuie la
aceasta variabilitate, este posibil ca expresia fenotipica
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a celor doud alele sa fie variabila.

Acest fapt este argumentat in studiul nostru prin
diferenta Intre nivelul de activitate al CYP2C9
corespunzator mediei dozei de intretinere cu
acenocumoarol de 1.57mg/zi raportata in [26] pentru
genotipul *1*3 gi cea de 0.7mg/zi necesard unui caz
*1*3 studiat in detaliu [24], comparativ cu un caz
*1*1. Primei doze, presupunand ca se refera la o
greutate corporala de 70kg, 1i corespunde o activitate a
CYP2C9 de 0.4 iar celei de a doua o activitate de 0.1.

Nu putem exclude existenta altor surse de
variabilitate, fie genotipice, fie fenotipice, cum ar fi in
afinitatea derivatului cumarinic pentru VKOR, in
turnover-ul enzimei VKOR sau in aportul variabil de
vitamina K, pe durata lunga. Combinarea modelarii
computerizate cu studii in care se dozeaza concetratia
sanguina de anticoagulant, seriat in primele 24 de ore
dupa o priza, la pacienti cu doza de intretinere
cunoscuta ar putea clarifica aceasta chestiune.

Determinarea raportului intre concentratia sanguina
a enantiomerilor S gi R ai warfarinei a fost indicata in
studiul nostru ca fiind capabila sa diferentieze intre
genotipuri, daca se admite ca valoarea medie a dozei
terapeutice necesare tratamentului de Intretinere
pentru fiecare genotip este reprezentativa pentru
activitatea CYP2C9 a acelui genotip. Cu aceeasi
prezumtie, determinarea raportului intre aceste
concentratii sanguine nu pare a fi usor utilizabila in
practica pentru diferentierea intre genotipuri la
pacientii care primesc acenocumarol ci cel mult pentru
identificarea unei cauze genetice pentru unele cazuri de
hipersensibilitate la acenocumarol, cu expresie
importanta a tipului *3.

4.3 Raspunsul la incarcare

Efectul variabilitatii greutatii corporale asupra
raspunsului la un regim fix de incércare (4mg
acenocumarol pe zi pentru 3 zile) pare a fi mai
important decat variabilitatea CYP2C9. Cum exista
probabil si alte surse de variabilitate a raspunsului
pare improbabil ca efectul unei scheme fixe de
tratament asupra INR, administrat pe termen scurt,
sa se dovedeasca un test terapeutic foarte util in
aprecierea genotipului.

Un alt factor perturbator important pentru
interpretarea raspunsului la incarcare poate fi
existenta unui titru scazut al factorilor de coagulare
vitamin-K dependenti la inceperea tratamentului, prin
consum (de exemplu in tromboflebite), pierdere
recentd de sange (de exemplu postoperator) sau prin
alte mecanisme.

4.4 Variabilitatea INR in tratamentul
de intretinere

Studiul nostru propune, cu titulul de predictii ale
modelului, doua surse de variabilitate importanta a
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INR in cursul tratamentului de intretinere: schemele
terapeutice cu doza zilnica variabila si neadministrarea
medicamentelor la o ord fixi. In practica, la aceasta
variabilitate, se vor adauga alte surse de variabilitate a
raspunsului la INR, mai putin controlabile si neluate
in seama In scenariile noastre, cum ar fi efectul relatiei
intre momentul administrarii medicamentelor gi mese
sau aportul alimentar variabil de vitamine K.

Chiar daca in scenariile noastre doza medie
administrata a fost cea ideala, pentru INR terapeutic
conform calibrarii, cele doua surse de variabilitate
mentionate au fost suficiente pentru a face ca INR-ul
sa varieze intre limita toxica si cea subterapeutica.
Efectul a fost mai pronuntat in scenariile in care s-a
urmarit o anticoagulare inalta, care au loc pe un fond
de nivel plasmatic mai redus al factorilor de coagulare.

In practica este de presupus ca doza medie exacta
nu este cunoscuta, simpla determinare a doua INR-uri
in doua zile succesive in gama terapeutica fiind de
regula considerata suficienta pentru a califica doza
folosita recent ca fiind potrivita pentru pacient. Din
aceastd cauza, o variabilitate a INR-ului de 1-1.5
intrinseca regimului administrat, caind media INR nu
va fi exact tinta terapeutica optima, este suficienta
pentru a explica esecul mentinerii tratamentului
anticoagulant in limite terapeutice pentru 40% din
timp (tabela 2). Ghidarea ajustarii tratamentului
dupa o determinare a INR care se afla in afara marjei
terapeutice in virtutea acestei variabilitati, poate duce
la instituirea unei doze eronate.

4.5 Concluzii

Pe baza literaturii existente s-a putut construi un
model computerizat al efectului anticoagulatelor orale
asupra INR care reproduce comportamentul mediu al
subiectilor sanatogi la administrarea de anticoagulante,
facand abstractie, in aceasta versiune, de interactiuni
medicamentoase i alimentare.

Modelul nostru prezice surse surse importante de
variabilitate a INR sub tratament: administrarea de
regimuri de anticoagulant cu doza variabila si
neadministrarea medicamentului la aceeasi ora in
fiecare zi.
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