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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia de la variante alélica
CYP2D6*4 (SNP rs3892097, variante A) y predecir el fenotipo metabolizador
lento en cuatro subpoblaciones peruanas. Se determinaron las frecuencias
alélicas y genotipicas del SNP rs3892097 previa amplificaciéon por PCR vy
digestion con la enzima de restriccion Mval (Bstl), la prediccion del fenotipo
metabolizador se realizd en base al Activity score y ademas, se compararon las
frecuencias obtenidas con otras poblaciones del mundo.

El alelo CYP2D6*4 (rs3892097, G/A), en la poblacion peruana total en estudio,
tiene una frecuencia de 9,3%, mostrando diferencias significativas con la
reportada en otras poblaciones del mundo (p<0,05). Asimismo, las frecuencias
de este alelo para las subpoblaciones de Huarochiri-Lima, Lima-ciudad-, Calca-
Cusco y Puno fueron: 2,5%, 9%, 10,9% y 13,8%, respectivamente. El 1,2% de la
poblacibn peruana en estudio se predice que, fenotipicamente, son
metabolizadores lentos, representado en el 3,4% de la subpoblaciéon de Puno y
1% de la poblacion de Lima-ciudad. Este trabajo reporta la caracterizacion de
alelos del CYP2D6 *4 en subpoblaciones peruanas, con la finalidad de aportar al
desarrollo de la farmacoterapia personalizada en nuestro pais.

Palabras clave: CYP2D6*4, metabolizador lento, rs3892097, farmacoterapia

personalizada
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the frequency of the allelic variant CYP2D6
* 4 (SNP rs3892097, variant A) for predicting the poor metabolizing phenotype in
four Peruvian subpopulations. The allelic and genotypic frequencies of the SNP
rs3892097 were determined after PCR amplification and digestion with the Mval
restriction enzyme (Bstl), was made on the basis of Activity score, in addition to
this, the frequencies obtained were compared with other population of the world.
The allele CYP2D6 * 4 (rs3892097, G / A), in the total Peruvian population under
study, has a frequency of 9.3%, showing significant difference with that reported
in other population of the world (p <0.05). Likewise, the frequencies of this allele
for the subpopulation of Huarochiri-Lima, Lima-city, Calca-Cusco and Puno were:
2.5%, 9%, 10.9% and 13.8% respectively. 1.2% of the Peruvian population under
study is predicted to be phenotypically poor metabolizers, represented in 3.4% of
the subpopulation of Puno and 1% of the population of Lima-city. This work
reports the characterization of alleles of CYP2D6 * 4 in subpopulation, with the
purpose of contributing to the development of personalized pharmacotherapy in
our country.

Key words: CYP2D6*4, poor metabolizer, rs3892097, personalized
pharmacotherapy
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1. INTRODUCCION

La variacién en el metabolismo de los farmacos es una de las areas mejor
estudiadas de la farmacogenética. La mayoria de los medicamentos
experimentan metabolismo, aunque hay algunas excepciones a esto. Los genes
de los citocromos P450 son la familia mas importante que contribuye al

metabolismo oxidativo de una gama de diferentes farmacos ().

La superfamilia de los citocromos P450 (CYPs) es uno de los sistemas de
enzimas mas importante que participan en la biotransformacién de muchas
sustancias enddgenas y exdgenas 3. El genoma humano codifica 57 enzimas
CYPs, implicadas en diversos procesos como biosintesis de esteroles
esenciales, moléculas de senalizacion o factores reguladores, metabolismo de
xenobidticos, etc. De las enzimas CYPs implicadas principalmente en el
metabolismo de xenobidticos, la CYP2D6 es una de las mas investigadas y
clinicamente mas importantes que intervienen en el metabolismo de un gran

numero de farmacos ampliamente utilizados™.

El gen CYP2D6 se encuentra en el cromosoma 22 (22913.1), es altamente
polimérfico, producto de diferentes tipos de mutaciones, principalmente el
polimorfismo de nucleétido unico (SNP), hasta la fecha, se han descrito mas de
100 variantes alélicas, los cuales han sido asociados en cuatro fenotipos
metabolizadores lento, intermedio, rapido y ultrarrapido ©-5).

Los tipos de metabolizadores de farmacos pueden identificarse mediante
métodos de fenotipado o genotipado. Sin embargo, el fenotipado tiene varios
inconvenientes, ya que utiliza protocolos complicados y tiene riesgos de
reacciones adversas a los medicamentos (RAM) ©). El genotipado implica la
identificacidn de mutaciones genéticas definidas que dan lugar al fenotipo
especifico del metabolismo del farmaco. Para predecir el fenotipo mediante el
genotipo, Gaedigk y col. introdujo un sistema de puntaje de actividad, que asigna

un numero para cada variante alélica dependiendo de la funcionalidad del alelo
(7)
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Los alelos pueden clasificarse como un alelo natural/silvestre (funcional) o alelo
mutante defectuoso (no funcional). Los individuos que portan dos alelos de tipo
salvaje generalmente tendran tasas de metabolismo "normales"
(metabolizadores extensos), mientras que una persona que porta dos alelos
mutantes tendran inherentemente poca actividad enzimatica (metabolizadores
lentos). Aquellos que heredaron uno de cada alelo tendran una actividad
enzimatica disminuida (metabolizadores intermedios). En ciertos casos, cuando
la duplicacion o multiplicacion de genes da como resultado de mas de dos copias
génicas de alelos de tipo salvaje, la actividad de la enzima serd mayor de lo

normal (metabolizadores ultrarrapidos) ©.

De los alelos asociados al metabolismo lento, el alelo 4* en el gen CYP2D6
(CYP2D6*4) es una de las variantes no funcionales mas comunes. Este
polimorfismo genera una transicion G—A en el primer nucleétido del exén 4,

generando una proteina truncada debido a un defecto en el empalme o splicing
(3,9)

A nivel poblacional, en diversos grupos humanos se ha evidenciado que existen
diferencias en la distribucion polimérfica del CYP2D6. Asi, en los caucésicos, el
alelo CYP2D6*4 es el mas frecuente en metabolizadores lentos, representando
el 75% del total, en cambio, en los grupos africanos y asiaticos, la frecuencia de

este alelo es baja (1),

A nivel latinoamericano paises como Argentina, Nicaragua, Puerto Rico, Chile,
Colombia, México, Cuba, Brasil, Venezuela y Costa Rica se han reportado datos
sobre las frecuencias alélicas CYP2D6 en sus respectivas subpoblaciones,
siendo variable la distribucién de las frecuencias, dependiendo del grado de
mestizaje y procedencia geografica (1131,

En el Perq, las frecuencias de los distintos alelos CYP2D6 son poco conocidas.
Se han reportado datos sobre polimorfismos en el exén 7 en pobladores de
Loreto, Amazonas, Apurimac, Puno, Lambayeque y Lima ©2. Estudios mas
especificos reportan las frecuencias de los alelos CYP2D6*4 y *2, pero sélo para
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la ciudad de Lima. Por eso, se reafirma la necesidad de estudios de

farmacogenética en muestras representativas en cada poblacién (13,

En ese contexto, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal
determinar la distribucion del alelo CYP2D6*4 entre subpoblaciones peruanas,
debido a la diversidad genética existente en nuestro pais, a la relevancia clinica
y la importancia en la toma de decisiones en farmacogenética o terapia

personalizada.
La hipbtesis planteada es que si existen diferencias entre las subpoblaciones

peruanas respecto a la variabilidad del CYPD2D6*4(rs3892097), asociado al

metabolismo lento.
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2. OBJETIVOS

General

o Establecer la distribucion del alelo CYP2D6*4 entre subpoblaciones

peruanas.

Especificos

e Determinar los genotipos silvestres y mutantes, tipo de metabolizadores,
segun la distribucién del alelo *4 (SNP rs3892097).

e Comparar las frecuencias del alelo *4 (SNP rs3892097) entre
subpoblaciones peruanas.

e Comparar las frecuencias del alelo *4 (SNP rs3892097) con otras

poblaciones del mundo.
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3. MARCO TEORICO
3.1 FARMACOGENETICA DEL CYP450

3.1.1 Variabilidad en la respuesta a los farmacos

La capacidad de metabolizar farmacos es un proceso natural que implica las
mismas vias enzimaticas y sistemas de transporte que se utilizan para el
metabolismo normal de los componentes de la dieta. Sin embargo, la mayoria
de los farmacos muestran diferencias interindividuales en sus respuestas y
eficacia debido a la variabilidad sustancial de la capacidad de las enzimas que
metabolizan los farmacos entre los individuos ),

La variabilidad de la respuesta al farmaco es una consideracion importante en la
medicina clinica. La farmacogenética, es un término que fue inicialmente
planteado en 1959 y se defini6 como “el estudio del rol de la genética en
respuesta a las drogas” 4, actualmente es el estudio de las diferencias en la
respuesta a los farmacos causado por la variacién alélica en aquellos genes que
influyen sobre el metabolismo, la eficacia y las reacciones adversas de los
mismos, tanto en su eficacia como a su toxicidad 9. El campo de la
farmacogendmica comenzd con las diferencias observadas en la respuesta al
medicamento y la toxicidad en diferentes grupos étnicos / raciales. En la década
de 1950 se informé sobre diferencias raciales / étnicas en la respuesta a los
medicamentos. Estos primeros estudios fueron precursores importantes para
identificar las diferencias en las respuestas a nivel individual ©8). Asimismo,
comprendiendo cémo un determinado polimorfismo genético influye en el
metabolismo y efecto de los farmacos, es posible predecir para cada paciente
qué farmaco es el que ofrece mayor beneficio terapéutico y qué probabilidad
existe de desarrollar reacciones adversas en funcion de su perfil genético.
Cuando los farmacos ingresan en el organismo, la mayoria de ellos son
transformados parcial o totalmente en otras sustancias, y solo una minoria no
sufre transformacién alguna y son excretados sin modificacion. Los farmacos
gue son lipdfilos necesitan ser transformados en compuestos hidrosolubles para
su excrecidén del cuerpo, si no conduce a la acumulacion y toxicidad. Este
proceso ocurre a través de reacciones de biotransformaciéon que involucran dos

fases; fase | y Il.
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3.1.2 Reacciones de Fase l y Il

Las reacciones de Fase | o de funcionalizacién consisten en reacciones de
oxidacion y reduccion, que alteran o producen nuevos grupos funcionales. En
estas reacciones se introducen grupos funcionales como hidroxilo, amino o
carboxilo (-OH, -NH2 —COOH). Con estos cambios los productos resultantes
tienden a ser compuestos polares, hidrosolubles y, por lo tanto, mas faciimente
expulsables por la orina y por la bilis. Las reacciones metabdlicas de oxidacién
son la via mas comun de transformacion en el organismo para la eliminacion de
farmacos y otros quimicos ambientales, y la mayor parte de ellas son catalizadas
por el sistema de hemoproteinas del citocromo P450 (CYP). Estas enzimas
participan en la eliminacién de xenobibticos (farmacos, carcin6genos, pesticidas,
etc.) y en la transformacidén de sustancias enddgenas (esteroides, vitaminas
liposolubles A y D, sales biliares, alcaloides endégenos, etc.). Las enzimas CYP
son responsables del 75-80 % de todo el metabolismo dependiente de la fase |

y del 65-70 % del aclaramiento de las drogas usadas clinicamente.

Las reacciones de fase Il son reacciones de conjugacién involucran la adicion a
de moléculas enddbgenas, que generalmente son polares y de alta
biodisponibilidad en el organismo. Estos grupos endégenos son adicionados a
grupos funcionales presentes ya en los compuestos xenobioticos, o que fueron
adicionados o expuestos en la fase | del proceso de biotransformacion. Las
enzimas transferasas son responsables de la mayoria de las reacciones de fase
Il, por ejemplo, uridina difosfoglucuronosil transferasa (UGT), N-acetil
transferasa (NAT), glutatibn S-transferasa (GST) y sulfotransferasa (ST). La
finalidad es de obtener moléculas polares y con bajo coeficiente de particion
lipido/agua, facilitando su excrecién al disminuir substancialmente su caracter
lipofilico (M),
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3.1.3 La superfamilia CYP450

3.1.3.1 Estructura y funcidén

Las enzimas del citocromo P450 (CYP450) son una superfamilia de
hemoproteinas, los cuales tienen funciones cruciales en el metabolismo de
compuestos enddgenos y xenobibticos.

La purificacion de las enzimas CYP se realiz6 con técnicas de estabilizacion
quimica desarrolladas por Ichikawa y col. y Coon y col. en el afio 1969 ©7). La
estructura primaria de la proteina (estructura cristalina de alta resolucion) se
elucidé en Pseudomonas putida en 1982 8. En los mamiferos, estas enzimas
se encuentran principalmente en la bicapa de fosfolipidos del reticulo
endoplasmico, en la superficie citosélica, dentro de las células hepaticas
(hepatocitos), asi como en muchos otros tipos de células 9. La enzima llamada
oxidorreductasa NADPH-CYP450, que se ve cerca del CYP, transfiere
electrones a todas las formas de citocromos. Cada CYP contiene una molécula
de hierro-protoporfirina IX que se une con oxigeno y una cadena polipeptidica
unida no covalentemente. En general, la reaccion catalizada por estas enzimas

se puede resumir como sigue:

R-H+0,+2e+2H 3 R-OH+H,0

Figura 1. Reaccion catalizada por la enzima CYP

Donde R-H es el sustrato y R-OH es el sustrato oxigenado. El oxigeno esta unido
al grupo hemo en el nacleo de la enzima CYP. Los protones (H +) generalmente
se liberan del cofactor NADH o NADPH a través de aminoéacidos especificos en
la enzima CYP, que retransmiten los protones al sitio activo, donde son
esenciales para una division reductora del oxigeno, por lo que se puede agregar
un solo atomo a el sustrato. El estudio detallado de la estructura revel6 dos
conformaciones; abierta y cerrada. Estas simetrias son importantes ya que se
necesita cambiar entre ellas para acceder al sustrato del sitio activo. La mayoria

19



de los P450 comparten el cambio de forma de cerrada a la configuracion

parcialmente abierta 9,

3.1.3.2 Genética molecular de CYPs

Los CYP450 modernos se originaron a partir de un gen ancestral en procariotas
que existi6 aproximadamente 3.500 millones de anos atras, antes del
advenimiento de los eucariotas y de la existencia de una atmaésfera rica en
oxigeno, y funcionaban como nitrorreductasas y endoperdxido isomerasas.
Cuando la atmésfera de la Tierra comenzd a acumular oxigeno, los CYPs
protegieron las formas de vida tempranas de la toxicidad del oxigeno. Esta
evolucién ocurre por el proceso de repetidas rondas de expansion de los CYPs
por duplicacién de genes, mezcla de exones, expresidn de genes superpuestos,
cambio de marco programado, corte y empalme alternativo (splicing defect),
edicion de ARN e intercambio de genes. Alrededor de 1.5 billones de anos atras,
algunas de estas expansiones dieron origen a genes metabolizadores de
compuestos enddgenos, y la ultima expansidén ocurrid hace alrededor de 400
millones de afnos. Los CYPs son filogenéticamente uno de los genes que
evolucionan mas rapidamente, que es una caracteristica que se necesita para
proteger las células de lesiones cuando se exponen a compuestos xenobioticos
toxicos en aumento “9),

La secuenciacién gendmica del citocromo P450 encontré que hay alrededor de
57 genes funcionales y 58 pseudogenes relacionados con su sintesis en
humanos. Pertenece a una familia de multigenes y codifica proteinas con una
identidad de secuencia de aminoacidos mayor al 40%. Las subfamilias incluyen
proteinas relacionadas con una coincidencia de la secuencia de aminoacidos
mayor al 70% “1).

La mayoria de los genes han sido divididos en 18 familias y 44 subfamilias en
CYP humanos. Las familias se nombran CYP 1, 2, 3, 4,5, 7,8, 11, 17, 19, 20,
21, 24, 26, 27, 39, 46 y 51. Entre estas familias, CYP2, 3 y 4 contienen muchos
mas miembros que las otras 15 familias. La familia mas grande en CYP humano
es CYP2 que incluye 13 subfamilias y 16 genes funcionales. Los genes CYP a

menudo se encuentran en grupos, con varios genes relacionados y
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pseudogenes. Los pseudogenes son copias imperfectas de genes que no
codifican ninguna proteina debido a las mutaciones acumuladas por la evolucién,
pero se ven genes cercanos a los activos.

Funcionalmente las familias CYP se dividen en dos tipos; tipo de desintoxicacion
(tipo D) y tipo de biosintesis (tipo B). De los 57 genes, 35 son genes de tipo D y
22 son genes de tipo B. Los CYP 1, 2, 3 y 4 son CYP tipo de desintoxicacion.
Los genes de tipo B estan mas conservados que los genes de tipo D, como lo
prueban sus tasas de pseudogenizacion “3).

No obstante, la mayoria de las drogas son predominantemente metabolizadas
por una uUnica enzima CYP a concentraciones clinicamente relevantes en
humanos. Por lo tanto, factores extrinsecos e intrinsecos que influencian la
actividad de la enzima CYP pueden tener un efecto importante en la
farmacocinética de la droga. Para algunas drogas metabolizadas por la enzima
CYP, en particular CYP2C9, CYP2C19 y CYP2D6, la variabilidad genética
explica en gran proporcion las diferencias en la actividad enzimatica, mientras
para otros CYPs, como el CYP1A2 y CYP3A4, esta proporcién es mucho menor.
El CYP3A4 representa aproximadamente el 50 % de todo el metabolismo
farmacologico dependiente del CYP, aunque la capacidad individual para el
metabolismo de farmacos mediado por CYP3A4 es muy variable. No hay
variantes genéticas comunes que puedan explicar esta variacién, a pesar del
hecho de que se han descrito 20 alelos diferentes. Por el contrario, CYP2C19 y
CYP2D6 son altamente polimérficos y juntos representan alrededor del 40 % del
metabolismo de los medicamentos utilizados clinicamente. Ademas, CYP1A2,
CYP2A6 y CYP2B6 son enzimas polimorficas que contribuyen significativamente
al metabolismo de los xenobidticos “4).

El polimorfismo genético caracterizado de estas enzimas proporciona una base
para la posibilidad de ajustar la dosificacién del farmaco y la eleccion del
tratamiento farmacolégico de acuerdo con el genotipo, que incluye evitar las
reacciones adversas, ya que los CYP polimérficos son con frecuencia la causa
de estos, ya sea por la formacion de altos niveles de metabolitos o debido a la

disminucién del metabolismo del farmaco original “4
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Tabla 1. Enzimas CYP metabolizadoras de drogas, localizaciones cromosomicas, significancia clinica de la variabilidad
genética y ejemplos de sustratos

Significancia de la

Enzima/Gen Cromosoma - - Ejemplos de sustratos
variabilidad genética

CYP1A2 15024.1 +/- Agomelatina, cafeina, clozapina, lidocaina, melatonina, tacrina, teofilina, tizanidina

CYP2A6 190913.2 + Cotinina, cumarina, letrozol, nicotina, tegafur

CYP2B6 19913.2 + Bupropion, efavirenz, ciclofosfamida

CYP2C8 10923.33 + Amodiaquina, cerivastatina, dasabuvir, imatinib, loperamida, montelukast,
pioglitazona, paclitaxel, repaglinida, rosiglitazona

CYP2C9 10923.33 ++ Acenocumarol, diclofenaco, fluvastatina, glimepirida, glipizida, ibuprofeno, losartan,
fenitoina, S-warfarina

CYP2C19 10g23.33 ++ Amitriptilina (y otros antidepresivos ftriciclicos de amina terciaria), clopidogrel,
citalopram, omeprazol, pantoprazol, sertralina, voriconazol

CYP2D6 22q13.2 ++ Amitriptiina  (y otros antidepresivos triciclicos), aripiprazol, codeina,
dextrometorfano, fluvoxamina, metoprolol, ondansetrdn, paroxetina, propafenona,
risperidona, tamoxifeno, tioridazina, timolol, tramadol, tropisetrén, venlafaxina

CYP2EA1 10026.3 +/- Etanol, halotano, paracetamol

CYP24J2 1932.1 +/- Amiodarona, acido araquiddnico, astemizol, ciclosporina

CYP3A4 7922.1 +/- Alfentanil, alprazolam, atorvastatina, budesonida, buspirona, ciclosporina,
dexametasona, eritromicina, felodipina, gefitinib, ibrutinib, lovastatina, midazolam,
nifedipino, quetiapina, saquinavir, sildenafilo, simvastatina, tacrolimus,
testosterona,
triazolam, verapamilo, vincristina

CYP3A5 79221 ++ Saquinavir, tacrolimus, verapamilo, sustratos se superponen con CYP3A4

+/- Menos o ninguna significancia clinica, + moderada significancia clinica, ++ mayor significancia clinica.
Fuente: Tornio y cols. #7).
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3.1.3.3 Variabilidad interindividual genética y en la actividad enzimatica

Las enzimas CYP metabolizadoras de drogas son genéticamente muy variables,
en parte debido a la baja restriccion evolutiva, ya que muchos de ellos carecen
de una funcién endogena esencial. La variabilidad se caracteriza por variantes
de nucleétido unico (SNV por sus siglas en inglés) raras y comunes, asi como
las variantes del nimero de copias (CNV por sus siglas en inglés), definidas
como duplicaciones o deleciones. Las variantes de los genes CYPs son definidas
por la nomenclatura del alelo mediante un asterisco (*), para la cual la Base de
Datos de la Nomenclatura de los Alelos del CYP humano (Human CYP Allele
Nomenclature Database) ha servido como un repositorio central por mas de 15
anos. La base de datos ha sido recientemente modificada para ser administrada
por el Consorcio de variacion de farmacogenes (PharmVar), disponible en
www.PharmVar.org. 49,

Por otro lado, dependiendo del fenotipo codificado por estos genes, la actividad
enzimatica sobre ciertas drogas puede ser variable. La capacidad de cada
persona para metabolizar drogas esta determinada por el emparejamiento de
alelos individuales que heredé de sus progenitores. Cada alelo puede
clasificarse como un alelo natural/salvaje (funcional) o variante (defectuoso). Los
alelos de tipo salvaje se consideran "normales" y ocurren predominantemente en
la poblacién general, mientras que los alelos variantes pueden conferir actividad
disminuida o nula. Los individuos que portan dos alelos de tipo salvaje
generalmente tendran tasas de metabolismo "normales" (metabolizadores
extensos), mientras que una persona que porta dos alelos variantes
(defectuosos) tendra  inherentemente  poca  actividad  enzimatica
(metabolizadores lentos). Aquellos que heredaron uno de cada alelo tendran una
actividad enzimatica disminuida (metabolizadores intermedios). En ciertos
casos, cuando la duplicacion o amplificacién de genes da como resultado de mas
de dos copias génicas de alelos de tipo salvaje, la actividad de la enzima sera
mayor de lo normal (metabolizadores ultrarrapidos) ©). La Tabla 2 muestra las
variante alélicas asociadas a estos metabolizadores. Con el fin de estandarizar
la terminologia utilizada para describir el estado funcional y el fenotipo de los
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alelos, se public6 un documento de consenso por Consorcio de Implementacién
de Farmacogenética Clinica (CPIC) “6),

Para facilitar la transformacion del conocimiento farmacogenético en la practica
clinica y proporcionar directrices basadas en la evidencia sobre cdmo se deben
utilizar los resultados de las pruebas genéticas para optimizar el tratamiento
farmacolégico, se han establecido varios consorcios. Tanto CPIC como el Grupo
de trabajo de farmacogenética holandesa (DPWGQG) proporcionan pautas de
dosificacion basadas en genotipo basadas en pares gen-farmaco, con algunas
diferencias en los métodos del desarrollo de las guias y el numero de pautas
producidas hasta el momento “7).

Tabla 2. Asignhacion de fenotipos probables basados en ejemplos de
diplotipos comunes

Ejemplos de diplotipos
Fenotipo CYP2C9 CY2C19 CYP2D6 CYP3A5
Metabolizador

o *17/*17, (*1/*1)xNa, (*1/*2)xN,

rapido o - -
. “1/*17 (*2/*2)xN

ultrarrapido

/1, 4102, "2r2,
/"1 oV B Vi R VA S T VA S PR Vi

Metabolizador

normal
*1/*5, *1/*4
/%2,
Metabolizador
*1/*2, *1/*3 *1/*3, *4/*41, *5/*9, *4/*10 *1/*3
intermedio
*2/*17b
Metabolizador *2/*2, *2/*3, i} /*3’ “4/*4, (*4/*4)xN, *3/*4, .
lento *3/*3 ’ *5/*5, *5/*6
*3/*3

axN representa el numero de copias del gen CYP2D6
b Clasificacion provisional
Clasificacién fenotipica basada en los términos consensuados del CPIC

Fuente: Tornio y cols. “7).
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3.2 CITOCROMO P450 2D6 (CYP2D6)
3.2.1 Polimorfismo genético del CYP2D6

3.2.1.1 Caracteristicas generales de la enzima CYP2D6

CYP2D6 es el acrénimo usado para referirse tanto a una enzima de la
superfamilia del citocromo P450, 2 es la familia, 2D es la subfamilia y 6 es el
numero de miembro. Esta representado de otras maneras como
ENSG00000100197, CYP2D7AP, CYP2D8P2, P450DB1, CYPIID6, P450C2D,
CYP2D7P2, CPD6, P450-DB1, CYP2D6, CYP2D7BP, CYP2D y CYP2DL1 (7).
Otros nombres para esta enzima son monooxigenasa microsomal,

monooxigenasa xenobidtica o debrisoquina 4-hidroxilasa.

CYP2D6 es una de las CYPs mas ampliamente investigadas. El 25% de los
farmacos actualmente comercializados son sustratos de la CYP2D6, aunque
esta constituye unicamente el 5% de todas las CYPs hepaticas. Los sustratos
tipicos para la CYP2D6 son en gran parte bases lipéfilas y el diferente

metabolismo de los farmacos afectan el resultado clinico.

El sitio activo de los citocromos metabolizadores de farmacos se adapta a varios
sustratos que explican las propiedades de metabolizacion de multiples farmacos
de varios citocromos. La cavidad del sitio activo de CYP2D6 esta bordeada por
el grupo hemo y revestida por muchos residuos de aminoacidos, tiene un tamano
de 540 A3 (Angstrom) en el cual se pueden alojar un gran nimero de sustratos
con diferentes estructuras. Cuatro amino4cidos se conservan en los 57 CYP
funcionales; Glu-242 (glutamato), Arg-245 (arginina), Phe-310 (fenilalanina) y
Cys-316 (cisteina), de los cuales se ven a la fenilalanina y cisteina cerca de la

regién de unién al grupo hemo (“9),
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Sustratos del CYP2D6

Los CYP450 puede metabolizar una gran cantidad de compuestos endégenos y
exogenos estructuralmente diversos debido a una amplia especificidad de
sustrato y, en general, a una amplia regio y estereoselectividad. Los sustratos de
CYP2D6 son generalmente bases lipofilas con un anillo aromético plano
hidr6fobo y un atomo de nitrégeno que puede protonarse a pH fisiolégico y tener
un potencial electroestatico molecular negativo para la parte plana de la
molécula. El atomo de hidrégeno es esencial para las interacciones
electrostaticas con el grupo carboxilo de los aminoacidos que conforman el sitio
activo de la CYP2D6. El propranolol es una base lipéfila con anillo aromatico y
nitrogeno. Su interaccién con el CYP2D6 ha sido estudiada extensamente. En el
primer nanosegundo después de la unién de propranolol, Gly 218, Asp-301,
Leu372 y Val374 cambian su ubicacion sobre el propranolol en mas de 2A, que
se muestra mediante dinamica molecular. La cavidad de unién del sustrato se
reorganiza moviendo Glyc-218 y Leu-372 mas cerca hacia el propranolol y la
Val374 se aleja del sustrato. Sus sustratos incluyen antidepresivos triciclicos,
inhibidores de la recaptacion de serotonina (paroxetina, fluoxetina, fluvoxamina),
otras drogas empleadas en psiquiatria (venlafaxina, aripiprazol, risperidona),
atomoxetina, opioides (codeina, tramadol, oxicodona), antieméticos
(ondansetrén, tropisetrén), primaquina, tamoxifeno, y agente B-bloqueadores

(metoprolol, timolol), antiarritmicos, y entre otros “0)
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Inhibidores de la CYP2D6

Aunque el CYP2D6 es principalmente no inducible, esta sujeto a inhibicién por
muchas drogas y compuestos que conducen a interacciones entre
medicamentos. La interaccion farmaco-farmaco puede ser leve, moderada o
fatal. Por ejemplo, la interaccion de venlafaxina-propafenona mediada por
CYP2D6 puede causar alucinaciones y agitacién psicomotora. Los inhibidores
pueden ser inhibidores irreversibles o inhibidores reversibles. Los inhibidores
irreversibles  son  cimetidina, paroxetina, pimozida, metanfetamina,
metoclopramida y desetilamiodarona. Algunos sustratos y otros compuestos
inhiben CYP2D6 de forma reversible. Los antipsicéticos como la olanzapina,
clorpromazina, flufenazina, haloperidol, tioridazina, risperidona, clozapina y el
trifluperidol son metabolizados por el CYP2D6 vy también inhiben
significativamente estas enzimas. Cuando se administran juntamente con
antidepresivos como amitriptilina, imipramina y fluoxetina, su concentracién
plasmatica aumentara. Los antagonistas del receptor H1 como la terfenadina, los
agentes antifungicos como la terbinafina son inhibidores del CYP2D6. El uso de
nortriptilina con terbinafina causa niveles de farmacos supraterapéuticos en
pacientes. Lansoprazol, un potente inhibidor reduce la conversion de
dextrometorfano a dextrophan. Muchos productos naturales como Panax
ginseng, Ginkgo biloba, inhiben el metabolismo de la debrisoquina mediado por
CYP2D6 (4049),
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3.2.1.2 Genética molecular del CYP2D6

Se identifico el gen que codifica la inicialmente nombrada como “debrisoquina
hidroxilasa” en el brazo largo del cromosoma 22 y lo asociaron con el factor
sanguineo en el afo 1987%%. Independientemente, otro grupo de investigacion
liderado por Gonzélez y cols. en el aino 1988, a partir del ADNc humano del
CYP2D6, y células somaticas hibridas de ratén-humano y hamster-humano
localizaron el locus CYP2D6 "), Posteriormente, en el afio 1989, el gen CYP2D6
fue clonado y secuenciado, describiendo que se compone de 9 exones de ADN
(%2) L os 9 exones son tipicos de otros genes de la familia CYP2 (53),

El locus CYP2D esta conformado por tres genes: CYP2D6 y dos pseudogenes
altamente homdlogos a este. EIl CYP2D6 es el unico gen funcional en la
subfamilia CYP2D del genoma humano. El gen CYP2D6 ha sido mapeado en el
cromosoma 22, en la posicion 22g13.1. CYP2D6 consta de 4383 pares de bases,
que se agrupan en 8 intrones y 9 exones (4, adyacente a los pseudogenes
inactivos CYP2D7P y CYP2D8P. La evolucién del locus CYP2D6 ha implicado
la eliminacién de 3 genes, la inactivacion de 2 genes (CYP2D7 y CYP2D8P) y la
inactivacion parcial de uno (CYP2D6) (1259,

EI CYP2D7P contiene unainsercion T en el exén 1 lo que origina una interrupcion
en el marco de lectura y una interrupcién prematura de la traduccion; mientras el
CYP2D8P abarca mdltiples deleciones e inserciones en estos exones 6),

Los pseudogenes CYP2D8P y CYP2D7P presentan un 92% y 97% de
homogeneidad con la secuencia del gen CYP2D6, respectivamente (12),

Variantes alélicas del CYP2D6

Actualmente, mas de 100 variantes alélicas del CYP2D6 humano (* 1a* 113)y
una serie de subvariantes han sido identificados y designados por el Comité de
Nomenclatura de Alelos del Citocromo P450.

Funcionalmente, estos alelos de CYP2D6 se pueden clasificar en tres grupos:
alelos que dan como resultado un aumento de la actividad; alelos que dan como
resultado actividad disminuida o pérdida de actividad; y alelos con actividad
normal o aumentada. Estas variantes resultan de mutaciones puntuales,

deleciones o adiciones, reordenamientos génicos y deleciobn o
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duplicacién/multiduplicacién del gen completo (Tabla 3). La distribucién de estos

alelos en varios grupos étnicos es diferente.

Tabla 3. Variantes alélicas del gen CYP2D6 humano

Nombre
Numero Tipo de ] Actividad
Comentarios ]
dbSNP variante/Cambio enzimatica
Alelo
Tipo salvaje (“Wild
*1 Ninguna ) Normal
type’)
2850C>T, 4180G>C normal
B R296C, S486T;
rs16947, (pero estos también _ . (excepto
* tiene varias
rs1135840 aparecen en otras . subvariante
_ subvariantes
variantes) *2XN)
mas de una copia
de la variante * 2
1661G> C, 2850C>
rs16947 en el cromosoma,
*2xN T, 4180G> C con Incrementada
rs1135840 _ . N reemplazado
copias multiples i
por el numero de
copia
*3A rs35742686 2549 del A 259frameshift Ninguna
rs1135824 N166D; _
*3B 1749A>G, 2549delA ) Ninguna
rs35742686 259frameshift
Splicing defect,
*4 rs3892097 1846G>A tiene varias Ninguna
subvariantes
rs3892097 splicing defect,
*4F 1846G>A, 1858C>T Ninguna
i4001456 R173C
rs3892097 splicing defect,
*4G 1846G>A, 2938C>T Ninguna
Ai4001467 P325L
rs3892097 splicing defect, .
*4H 1846G>A, 3877G>C Ninguna
rs28371733 E418Q
delecion de gen .
*5 CYP2D6 borrado Ninguna
completo
*6 rs5030655 1707delT 118frameshift Ninguna
*7 rs5030867 2935A>C H324P Ninguna
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*8 rs5030865 1758G>T G169X Ninguna
*9 rs5030656 2615-2617delAAG K281del Disminuida
100C> T (pero
*10 rs1065852  también aparece en P34S Disminuida
otras variantes)
*11 rs5030863 883G>C Ninguna
*12 rs5030862 124G>A G42R Disminuida
*14 rs5030865 1758G>A G169R Ninguna
1023C> T, 2850C> T

rs28371706 (pero también o

*17 T1071, R296C Disminuida
rs16947 aparece en otras
variantes)
rs61736512
rs1058164 1659G>A; 1661G>C;
V136M; R296C;
*29 rs16947 2850C>T; 3183G>A; Disminuida
V338M; S486T

rs59421388 4180G>C

rs1135840
*39 rs1135840 1661G>C, 4180G>C S486T Normal
*41 rs28371725 2988G>A Aberrante splicing  Disminuida

Posiblemente

*52 rs28371733 3877G>A E418K

disminuida

2 Indica alelos cuya evaluacion de la funcionalidad se basa unicamente en datos in vitro.
® Indica alelos cuya evaluacién de la funcionalidad se basa Unicamente en datos in vivo.
Fuente: Goh y cols ©9.
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Alelos nulos del CYP2D6

Los alelos nulos de CYP2D6 no codifican una proteina funcional y no hay
actividad enzimatica residual detectable. Esta claro que los alelos * 3, * 4, * 5, *
6,*7,*8,*11,*12,*13, " 14,*15,* 16, * 18, * 19, * 20, * 21, * 38, * 40, * 42, *
44, * 56 y * 62 no tienen actividad enzimatica. EI CYP2D6*4 es el alelo mas
frecuente de estos, representando el 75% del total. Son responsables del
fenotipo metabolizador lento cuando estdn presentes en constelaciones
heterocigéticas,homocigoticas o compuestas. Estos alelos son de importancia
clinica, ya que a menudo alteran la eliminacion del farmaco y la respuesta al

farmaco.

El mecanismo para una pérdida total de la funcion enzimatica resultante de alelos
nulos de CYP2D6 incluye lo siguiente: (a) polimorfismo de un solo nucleétido o
pequenas inserciones/deleciones que interrumpen el marco de lectura o
interfieren con el corte y empalme correctos, lo que conduce prematuramente a
codones de proteina / parada terminados ( por ejemplo, CYP2D6 * 3, * 4, * 6, *
7,%8, %11, %15, * 19, * 20, * 38, * 40, * 42, * 44, * 56 y * 62); (b) alelos no
funcionales codificados de longitud completa (p. ej., CYP2D6 * 12, * 14 y * 18);
(c) delecién de un gen CYP2D6 completo como resultado de grandes deleciones
de secuencia (p. €j., CYP2D6 * 5) ; y (d) formacion de un gen hibrido (por
ejemplo, * 13 y * 16; hay una gran eliminacién de secuencia en * 13y * 16y,
como resultado, ambos contienen un gen hibrido CYP2D7-2D6) (%8),
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Genética molecular del alelo CYP2D6*4

El CYP2D6*4 fue la primera variable alélica asociada al metabolismo lento en
ser identificada por Kimura y col. en 1989, caracterizado por una sustitucion de
base G1846A (también conocido como 1934G> A en la bibliografia) 7% en el
sitio de splicing entre el intrén 3 y el exdn 4 del gen CYP2D6, cuya presencia
conduce un empalme incorrecto del ARNm que produce un cambio en el marco
de lectura, terminacion de la traduccion y generacion; resultando de esta

mutacién una proteina truncada o no funcional (1549),

Wild type (*1) Exon 3 Intron 3 Exon 4
DNA | TCCG GTGG.............CCAG GACGCCCC.....
mRNA ...UCC GéA CGA .. . UGA ...
Codon ..168 169 170 .. 498 = Stop
Protein ...Ser Gly Arg ... 497 amino acids
G1934A
Mutation (*4)
DNA TCCG (c] [ < R CCAAG |ACGCCCC...
mRNA ...UCCGACGCC . . UGA ...
Gadon ..168 169 170 ... ... 182 = Stop
Protein ...Ser Asp Ala ... 181 amino acids

Figura 2. Polimorfismo G1846A en el intron 3 del gen CYP2D6 se presentan los
alelos *1y *4.

Fuente: Levkovich y cols. “®

Los homocigotos mutantes (mutant type, mt) del CYP2D6*4 se asocian a
metabolizadores lentos mientras que los tipos salvajes (wild type, wi) a
metabolizadores extensivos (6.

El alelo CYP2D6*4 presenta, hasta la fecha, 14 variantes (Tabla 4.), segun
PharmVar; Todas las variantes *4 se caracterizan por presentar el defecto en el
procesamiento de ARNm mientras que cada subtipo tendra sus caracteristicas
propias. Ademas, la sustitucién de G a A se identifica como un defecto primario
en el locus CYP2D6 y se evidencia en todos los subtipos descritos. En base a
ello, el SNP rs3892097 en el gen CYP2D6%*4, que presenta un cambio de G por
A en la posicion 1846, sera tomado en cuenta para la determinacién de la
distribucion del CYP2D6*4.
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Tabla 4. Subtipos del Haplotipo CYP2D6*4

Alelo Tipo de variante/Cambio Comentarios Referencias
“ 1846G>A Splicing defect, tiene
(SNP rs3892097) varias subvariantes
Gough et al, 1990
100C>T, 973C>A, 983A>G, P34S, L91M, H94R, .
o Hanioka et al, 1990
CYP2D6*4A 996C>G, 1662G>C, 1846G>A, splicing defect )
Kagimoto el al,
4181G>C /169frameshift
1990
P34S, L91M, H94R
100C>T, 973C>A, 983A>G, o Kagimoto el al,
CYP2D6*4B splicing defect
996C>G, 1846G>A, 4181G>C 1990
/169frameshift
100C>T, 1662G>C, 1846G>A, P348S, splicing defect
CYP2D6*4C Yokota et al, 1993
3888T>C, 4181G>C /169frameshift
100C>T, 1038C>T, 1662G>C, P34S, splicing defect
CYP2D6*4D Marez et al, 1997
1846G>A, 4181G>C /169frameshift
100C>T, 1662G>C, 1846G>A P348S, splicing
CYP2D6*4E Marez et al, 1997
4181G>C defect/169frameshift
CYP2D6*4F 1846G>A, 1858C>T splicing defect, R173C Marez et al, 1997
CYP2D6*4G 1846G>A, 2938C>T splicing defect, P325L Marez et al, 1997
CYP2D6*4H 1846G>A, 3877G>C splicing defect, E418Q Marez et al, 1997
P34S, L91M, H94R,
100C>T, 973C>A, 983A>G, o
CYP2D6*4J splicing Marez et al, 1997
996C>G, 1662G>C, 1846G>A
defect/169frameshift
100C>T, 1662G>C, 1846G>A, P348S, splicing
CYP2D6*4K Sachse et al, 1997
2851C>T, 4181G>C defect/169frameshift
100C>T, 996C>G, 1662G>C, P34S, splicing )
CYP2D6*4L Shimada et al, 2001
1846G>A, 4181G>C defect/169frameshift
-1235A>G, 745C>G, 842T>G, o Agundez et al, 1997
L91M, H94R, splicing .
CYP2D6*4M 973C>A, 983A>G, 996C>G, . Fuselli et al, 2004
defect/169frameshift )
1662G>C, 1846G>A, etc. Gaedigk et al, 2006
-1426C>T,-1235A>G,-1000G>A, P34S, L91M, H94R,
CYP2D6*4N 100C>T, 310G>T, 745C>G, splicing Gaedigk et al, 2006
1846G>A, etc. defect/169frameshift
-1426C>T,-1235A>G,-1000G>A, P34S, L91M, H94R,
CYP2D6*4P 100C>T, 310G>T, 745C>G, splicing Dodgen et al, 2013
996C>G, 1662G>C, 1846G>A, etc defect/169frameshift

Fuente: Pharmacogene Variation Consortium - PharmVar @
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Alelos con funcién parcial o residual

Los alelos CYP2D6 * 10, * 14, * 17, * 18, * 36, * 41, *47,* 49, * 50, * 51, * 54, *
55 y * 57 dan lugar a una actividad significativamente disminuida. La actividad
enzimatica reducida a menudo se debe a la disminucion de la estabilidad de la
proteina, al reconocimiento interrumpido del sustrato y a la afinidad reducida de
la enzima al sustrato. El cambio de actividad de la enzima puede ser dependiente
del sustrato para algunos alelos, como * 17. Los individuos que albergan
cualquiera de estos alelos son metabolizadores lentos o intermedios (°°).

Alelos con actividad normal o aumentada

Los estudios funcionales han demostrado una actividad enzimatica
significativamente alterada con varios alelos del CYP2D6, incluidos * 2A, * 17 -
2,*27,*35,%39,*41-2y*48. Marez y col. ® identificaron * 2A en los europeos
y no encontraron ningun impacto funcional de este alelo, que mostré actividad
metabdlica similar a la del tipo salvaje. También identificaron CYP2D6 * 2B, * 2C,
*2D, * 2E, * 2F * 2G, * 2H y * 2K. Gaedigk y col. (061 identificaron dos alelos
mas en series * 2: * 2L y * 2M, que contenian mutaciones multiples (por ejemplo,
310G> T, 746C> G y 843T> G). Los polimorfismos -1584C> G, -1235A> G, -
740C> T y -678G> A se encuentran probablemente en la mayoria de las
subvariantes del alelo CYP2D6 * 2 (*2Aa*2Hy *2J a * 2N; * 2J = * 59) (56),

Duplicacién y Multiduplicacion de CYP2D6

La duplicacion/multiduplicacion de genes es el resultado de eventos cruzados
desiguales y otros mecanismos. La duplicacion génica y la multiduplicacién del
CYP2D6 pueden dar como resultado enzimas que son funcionales, parcialmente
funcionales y no funcionales. Gaedigk y col. 2 encontraron eventos de
duplicacién de genesen *1,*2,*4,*6,* 10, * 17, * 29, * 35, * 43 y * 45 (56.62),
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3.2.2 Polimorfismo metaboélico del CYP2D6

3.2.2.1 Evaluacion de la actividad enzimatica de la CYP2D6

La capacidad de distinguir las tres clases de metabolizadores (Metabolizadores
ultrarrapidos o MU; metabolizadores extensivos o0 ME; o metabolizadores lentos
o ML) puede ser de valor clinico para predecir la respuesta adversa o inadecuada
a los agentes terapéuticos. Las clases especificas de metabolismo de farmacos
pueden identificarse mediante métodos de fenotipado o genotipado. El
fenotipado se logra mediante la administracion de un farmaco/droga de prueba
(cuyo metabolismo depende Unicamente de la funciéon de una enzima especifica)
seguido de una medicion de la tasa metabolica (MR por sus siglas en inglés).
MR es la relacion entre la dosificacién del farmaco o el farmaco inalterado y el
metabolito medido en suero u orina. Los dos sustratos prototipicos del CYP2D6
son debrisoquina y esparteina, las cuales son ampliamente usadas para
determinar el fenotipo del metabolismo mediada por CYP2D6. La prueba de
fenotipo con debrisoquina o esparteina proporciona una evaluacién econémica,
confiable y directa del fenotipo metabdlico del CYP2D6, pero ambos
medicamentos no estan actualmente disponibles. Asimismo, entre los cinco
sustratos de prueba de CYP2D6, debrisoquina, esparteina, tramadol,
dextrometorfano y el bufuralol, estos dos ultimos son los comunmente utilizados
en estudios in vitro preferidos por los investigadores de la industria farmaceéutica,
con un 60% usando bufaralol como sustrato sonda y un 30% usando
dextrometorfano ).

El fenotipado tiene varios inconvenientes, ya que utiliza protocolos complicados
y tiene riesgos de reacciones adversas a los medicamentos ©). La asignacion
fenotipica correcta puede complicarse aun mas debido a la administracién
conjunta de farmacos y los efectos de confusion propios de la enfermedad. El
genotipado implica la identificacion de mutaciones genéticas definidas que dan
lugar al fenotipo extrapolado especifico del metabolismo del farmaco. Este
método requiere una pequefa cantidad de sangre o tejido y no se ve afectado
por enfermedades o0 medicamentos subyacentes.

Hasta el momento, estudios in vivo e in vitro fueron implementados para

investigar una formula aplicable con la que cierto genotipo de CYP2D6 pudiera
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traducirse al fenotipo correspondiente. Por ejemplo, Gaedigk y col. introdujo un
sistema de puntaje de actividad, que asigna un nimero para cada variante alélica
dependiendo de la funcionalidad del alelo ). Aunque se lograron mas
investigaciones en condiciones in vivo para evaluar el efecto del polimorfismo de
CYP2D6 directamente sobre la actividad de la enzima, se recomienda el uso de
sistemas derivados de humanos, tales como microsomas hepaticos humanos.
La incubacién de los microsomas con sustratos especificos de CYP nos

proporciona informacion directa sobre la actividad especifica de la enzima CYP
(33)

3.2.2.2 Fenotipos metabdlicos extrapolados en CYP2D6

La determinacién de la tasa metabdlica in vivo de una enzima es la medida mas
exacta de la actividad metabdlica del CYP2D6 en un momento determinado. Sin
embargo, el coste menor y la disponibilidad de plataforma de genotipado han
facilitado el estudio de los genotipos, a partir de los cuales se generan
extrapolaciones del fenotipo.

De esta manera, se ha postulado que es posible predecir el tipo de metabolizador
del individuo a partir de la extrapolacién de los genes activos encontrados. (/-
6364), Con el fin de facilitar la traduccion del genotipo en fenotipo, se utiliza el
sistema de puntaje de actividad (Activity score, AS), que posteriormente ha sido
ampliamente aceptado desde que se publicé por primera vez hace 10 afnos.
Esencialmente, a cada alelo se le asigna un valor de 0, 0.5 o 1 categorizandolo
como no funcional, funcién disminuida o normal, respectivamente; para los alelos
con dos 0 mas copias génicas, el valor del alelo se multiplica por el nUmero de
copias génicas (por ejemplo, una duplicacién del gen CYP2D6 * 1x2 recibe un
valor de 2 para calcular el AS). La suma de los valores de ambos alelos
proporciona el AS de un genotipo (€9,

Para especificar que el fenotipo fue predicho a partir del genotipo, utilizamos el
prefijo "g"®®). Por ello, los sujetos con AS=0, AS=0.5 y AS>2 fueron designados
como metabolizadores genéticamente lentos (gML), intermedios (gMl) vy
ultrarrapidos (gMU) respectivamente. Los sujetos con AS=1,AS=15yAS =2
fueron designados como metabolizadores genéticos normales (gMN). Debido a
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gue estos grupos de diplotipos cubren un amplio rango de actividad, los sujetos

con AS = 1 se distinguen aqui como gMN lento (gMN -S), y los sujetos con AS =

1.5y AS = 2 son designados como gMN-rapido (gMN-F) (), como se detalla en

la tabla 5.

Tabla 5. Predicciones fenotipicas a partir de genotipos

Grupo étnico AS=0 AS=0.5 AS =1, AS=1 AS=150 AS>2
1.502 2
gML g gMN g“gN' gMN-F  gMU
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Africano 2.38 10.99 83.69 28.00 55.69 3.67
Americanos
Africa 2.78 10.63 84.36 27.89 56.47 3.80
Américas 1.92 2.77 92.32 20.08 72.24 4.62
Asia del este 0.41 5.48 93.79 29.06 64.73 1.37
Europa 5.44 5.37 89.31 29.93 59.38 3.13
Oriente 0.91 5.19 8 6.89 19.67 67.22 11.21
medio
Oceania 0.44 0.36 79.82 7.89 7194 21.22
Asia Central 1.05 3.82 93.42 24.77 68.65 2.77
y del Sur
Judios 5.95 10.64 71.95 27.10 44.85 11.46

Fuente: Gaedigk y col. €7

Asimismo, diversas pautas han sido disefiadas por el CPIC. Segun las pautas

para la terapia con codeina en el contexto del genotipo del citocromo P450 2D6

(CYP2D6) %8, el puntaje de actividad del CYP2D6 se relaciona con el sistema

de clasificacidon del fenotipo, como se describe en la Tabla 6.
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Tabla 6. Asignacion de fenotipos probables para el metabolismo de la
codeina basados en el diplotipo CYP2D6

Fenotipo probable 2 Puntaje de Genotipos Ejemplos de
actividad diplotipos
Metabolizador >2.0 Un individuo que lleva *1/*1xN, *1/*2xN
ultrarrapido mas de dos copias de
(~1-2% de los alelos funcionales
pacientes)
Metabolizador 1.0-2.0° Un individuo que *1/*1,*1/*2,*2/*2,
extensivo (~77-92% porta dos alelos que *1/*41, *1/*4,
de los pacientes) codifican la funciéon *2/*5, *10/*10
completa o reducida o
un alelo de funcién
completa junto con un
alelo no funcional o
uno de funcién
reducida
Metabolizador 0.5° Un individuo que *4/*10, *5/*41
intermedio  (~2-11% porta un alelo
de los pacientes) reducido y uno no
funcional
Metabolizador lento 0 Un individuo portador *4/*4, *4/*5, *5/*5,

(~5-10% de los

pacientes)

de alelos no

funcionales

*4/*6

@ Las estimaciones de frecuencia se basan en datos de caucéasicos y pueden diferir
sustancialmente para otras etnias. ® Algunos investigadores definen a los pacientes con un
puntaje de actividad de 0.5 y 1.0 como metabolizadores intermedios y definen a los pacientes
con un puntaje de actividad de 1.5 y 2.0 como metabolizadores rapidos. La clasificacion de los
pacientes con una puntuacion de actividad de 1.0 como metabolizadores rapidos en esta guia se
basa en datos especificos para la formacion de morfina a partir de la codeina en estos pacientes.

Fuente: Crews KRy cols. 8

38



3.2.2.3 Relacién fenotipo-genotipo CYP2D6

En una poblacion determinada, el calculo de gMLs permite identificar a los
individuos con mMLs(metabolizadores lentos metabdlicos) con una probabilidad
de aproximadamente del 95 % (17:58.69.70) A pesar de ello, aun no existe una
correlaciéon clara entre los gMUs y los mMUs(metabolizadores ultrarrapidos
metabdlicos), ya que los gMUs solo predicen entre un 10-40 % de los individuos
clasificados como mMUs (70-72),

La exactitud de la prediccion del fenotipo CYP2D6 mediante analisis genético
podria mejorarse extendiendo la cobertura de alelos de los paneles de prueba o
utilizando enfoques basados en secuencias (374, complementando dichos
esfuerzos con un andlisis de la variacion del nimero de copias génicas capaz de
determinar el numero copia genética, variacion alélica de las copias genéticas
copiadas/multiplicadas, y estructuras génicas reorganizadas. Sin embargo,
incluso la estrategia de prueba genética mas avanzada tendra sus limitaciones
a menos que se integren otros factores, incluida la variacion genética en otros
loci que contribuyen al transporte, metabolismo y disposicion de un
sustrato/farmaco de interés y factores del sujeto como la medicacidon
concomitante y las condiciones fisiolégicas y patolégicas subyacentes. La
interpretacién de las consecuencias funcionales de los fenotipos predichos para
el aclaramiento del farmaco in vivo y, por lo tanto, la traduccién en pautas de
dosificacion especificas para los pares individuales diplotipo-droga, se
beneficiaran de estudios farmacocinéticos estratificados en el futuro para
farmacos de alta prioridad.
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3.3 Variabilidad interétnica del polimorfismo genético CYP2D6

3.3.1 Estudios en poblaciones a nivel mundial

Las diferencias étnico/raciales en el metabolismo de farmacos mediado por
CYP2D6, los estudios clinicos y publicaciones relacionadas a esta enzima,
hacen quiz4 de esta la mas documentada de todas las enzimas hepéticas CYP
hasta la actualidad. A nivel mundial, ademas del alelo CYP2D6 * 1, CYP2D6 * 2
es el alelo predominante (19,93%), seguido de CYP2D6 * 10 (19,05%) y CYP2D6
* 4 (11,32%) (Figura 3 y Tabla 8) ©3).

45.00
40.00
35.00
m 4
30.00 a ¥10
R 25.00 o *17
Z 729
S 20.00
K - *41
5 15.00 Multiplicacién
8 * de alelos activos
£ 10.00
=
5.00 -
0.00 + - & Ll
Africa Medio Europa América  Asia Oceania

Oriente
(n=865) (n=1632) (n=6233) (n=7816) (n=7980) (n=299)

Figura 3. Principales variantes alélicas de CYP2D6 por regién geografica.
Numero de sujetos estudiados (n)

Fuente: Llerena y cols. 63

En poblaciones caucasicas, la frecuencia de los alelos funcionales es alrededor
del 71% mientras que los alelos no funcionales representan del 26%; siendo el
CYP2D6 * 4 el gen no funcional mas comun asociado con el metabolismo lento,
en una frecuencia del 20%. Ademas, la mayoria de la poblacion caucésica es
normalmente distribuida en poblacidon con metabolismo extensivo. Esto explica
que, en la poblacidon caucasica, entre el 5 y el 10% son Metabolizadores lentos,
de los cuales mas del 75% de los Metabolizadores lentos llevan este alelo. La
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frecuencia alélica del CYP2D6*4 en esta poblacidén caucésica oscila entre el 12%
al 30%, siendo el mas alto en los Escandinavos (26.29%) 3. Otros alelos no
funcionales frecuentes en las poblaciones europeas son los alelos CYP2D6*5 (1-
7%), CYP2D6*3 (1-2%) y CYP2D6*6 (aproximadamente el 1%).

La duplicacion de genes ocurre con poca frecuencia en poblaciones caucésicas.
Cualquier duplicacion se observa a una baja frecuencia entre el 1 -2%. La
excepcion a esto son los espafoles, en los que del 7-10% portan alelos
duplicados o triplicados asociados con el metabolismo ultrarrapido. Sin embargo,
al menos en los caucasicos, la duplicacién de alelos representa solo alrededor
de un tercio del metabolismo ultrarrdpido. Entre los caucasicos europeos, los
espanoles se distinguen por tener la frecuencia mas baja de CYP2D6*4 y la
frecuencia mas alta de alelos duplicados.

A diferencia de la poblacion caucasica, donde los alelos CYP2D6*1 y CYP2D6*2
son dominantes y representan alrededor del 71% de la variacion en la poblacion,
estos alelos funcionales representan el 51,5 % en poblaciones asiaticas.

Al igual que los alelos funcionales, los alelos no funcionales desempefian un
papel menos importante en las poblaciones asiaticas en comparacion con los
caucasicos. La baja frecuencia observada del alelo CYP2D6*4 en los asiaticos
se ha relacionado con la baja incidencia de metabolizadores lentos (1-2%) entre
los descendientes de asiaticos en comparacion con los caucasicos. CYP2D6 * 4
ocurre en menos del 1% en estudios de cohortes chinas y japonesas, pero puede
aparecer un poco mas frecuente en la poblacién de Malasia, 2.8%. El alelo
CYP2D6*5 es relativamente constante entre los asiaticos, oscilando entre 4-6%.
La frecuencia mediana de alelos no funcionales en las poblaciones asiaticas es
del 6,4%.

En las poblaciones asiaticas, existe una alta frecuencia de la mutacién
CYP2D6*10 que oscilan entre el 38 a 70%, presentando la frecuencia mas alta
en asiaticos orientales (45%) 3. El alelo CYP2D6*10 se ha asociado con una
actividad metabdlica significativamente reducida (aproximadamente el 60% de la
actividad normal). La frecuencia mediana para la clase de alelos de
funcionamiento reducido (principalmente * 10) fue del 41%.
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Las poblaciones africanas se han agrupado como: Occidental (Ghana y Gabdn),
Sureste (Zimbawe, Tanzania y Sudafrica Venda) y Norte (Etiopia). La primera
observaciéon, que es evidente (y observada previamente) es que la poblacién
etiope se distingue de las otras poblaciones africanas en: frecuencias
CYP2D6*10 mas altas, frecuencias CYP2D6*17 mas bajas y frecuencias

extremadamente altas de duplicaciones de genes.

Tabla 7. Frecuencias alélicas (%) del CYP2D6 en poblaciones de Africa

Poblaciones
africanas *3 *4 *5 *6 *10 *17 "1 o*2x2
Etiopia 122 0 1.2 3.3 - 8.6 9.0 16.0
Gaboén 154 0 0 0.7 - 0.0 24.0 -

Ghana 193 0.3 7.0 0.6 0 3.1 27.7 1.6
Tanzania 106 0 0.9 6.1 0 3.8 17.0 3.3
Zimbawe 80 0 2.5 3.8 - 5.6 34.0 2.5

N=numeros de sujetos

Fuente: LLerena y cols. ) Bradford y cols. (™, Sistonen y cols. (/9.

Con respecto a los alelos funcionales, se observa una frecuencia media de
67.8% para los alelos CYP2D6*1 y CYP2D6*2. Asimismo, los alelos no
funcionales en estas poblaciones se producen a frecuencias relativamente bajas,
una frecuencia media para el CYP2D6*4 de 1,8%. Cabe recalcar que, en la
poblacién de Ghana, la aparicién del CYP2D6*4 se evidencid en el 7% de la
poblacidén, en comparacion con el 1-2% en otros estudios africanos. En general,
los alelos no funcionales en las poblaciones africanas se producen con una
frecuencia del 6,6%, predominando el CYP2D6*5 (excepto Ghana) y
posiblemente con una frecuencia mayor del CYP2D6*4 en Ghana.

Los alelos asociados con una considerable actividad metabdlica reducida
desempefan un papel muy importante (predominantemente CYP2D6*17) y se
producen a una frecuencia promedio del 24%, una cuarta parte de la frecuencia
de alelos, en las poblaciones africanas. CYP2D6*17 fue mas frecuente en
africanos negros (22,36%) seguido de afroamericanos (17,62%) y africanos

mezclados (12,63%), mientras que CYP2D6 * 29 fue mas frecuente en
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afroamericanos (7,45%) y africanos mezclados (4.55%) que en otros grupos
étnicos. La frecuencia del alelo CYP2D6*10 varia de 3-8.6%, siendo la poblacion
de Etiopia la frecuencia mas alta.

Por region geografica, CYP2D6*4 (relacionado con la falta de actividad
enzimatica) fue mayor en Europa (19,70%) que en otros grupos geograficos (p
<0,001). En cuanto a los alelos con actividad enzimatica disminuida, se encontrd
que CYP2D6*10 era mas predominante en Asia (39,96%) en relacion el resto, y
el CYP2D6*41 presentd la frecuencia mas alta en Oriente Medio (18,23%)
seguido de Europa (8,84%; p <0,001). CYP2D6 * 17 y * 29 eran mas comunes
en Africa (20.92 y 4.45%, respectivamente) y América (3.95 y 2.24%,
respectivamente) que en otras regiones geograficas (p <0.001). Sin embargo, la
duplicacién/multiplicacion de los alelos activos (relacionada con el aumento de
la actividad enzimatica) fue mas frecuente en Oriente Medio (6,40%, p <0,001) y
Africa (5,25%) (©3).
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Tabla 8. Variantes importantes y frecuencias de alelos del gen CYP2D6

humano en poblaciones

Frecuencias alélicas en poblaciones indicadas (expresada

en %)
Alelo Europeos  Africanos Asiaticos Asiaticos Americanos
del este del sur mestizos

*1 33.1 9.3 13.6 25.8 40.2

*1xN 1 3.3 1 0.5 0.5
*2 34.3 26.7 14 36.2 32.7

*2xN 1.3 6 1 1 0.5
*3 4.1 0.3 0 0.1 0.3
*4 15.5 11.9 0.4 11.6 15.7
*5 3 4 6.5 2 3
*6 2.2 0.3 0 0.1 0.4
*7 0 <0.1 0 0.8 <0.1
*8 0 <0.1 0 <0.1 0
*9 1.6 0.4 0 0.2 1.3
*10 0.2 3.2 58.7 6.5 0
*11 0 <0.1 0 0 0
*12 0 <0.1 0 0 0
*14 0 1.6 <0.1 0
*17 <0.1 19.7 0 0.1 0.7
*29 9.2 <0.1 <0.1 0.4
*33 0.7 0.2 0 0.7 0.1
*41 3.0 3.0 3.0 13.5 35
*42 0 0.2 0 0 <0.1
*43 <0.1 2.0 <0.1 0.8 0.2
*53 0 <0.1 <0.1 <0.1 0.5
*62 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1

Fuente: Zhou y cols. 7,
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3.3.2 Estudios a nivel latinoamericano

A nivel latinoamericano existen estudios sobre las frecuencias de las variantes
alélicas de CYP2D6. Solo en paises como Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
Costa Rica, Cuba, Ecuador, México, Nicaragua, Panama, Peru y Venezuela, se
han reportado datos sobre las frecuencias alélicas CYP2D6 en sus respectivas
subpoblaciones, siendo variable la distribucidén de las frecuencias, dependiendo
del grado de mestizaje y procedencia geografica (11-31),

México presenta una compleja diversidad de poblacién integrada por indigenas
mexicanos (IM) (7% de la poblaciéon de México) y mestizos mexicanos (MM). De
una revisibn de 63 estudios farmacogenéticos realizados en voluntarios
mexicanos sanos (56,292 voluntarios sanos, aprox. 71.58% MM), las frecuencias
de los alelos CYP2D6 * 3, * 4, *5,* 10, * 17, * 35y * 41 en el grupo MM fueron
diferentes de las informadas en el grupo IM “). La frecuencia de alelos no
funcionales (CYP2D6*3, *5, *6) es similar en las poblaciones latinoamericanas
estudiadas, siendo la frecuencia del alelo *3 y *6 menos del 1% y < 5% para el
alelo *5.

Entre las variantes no funcionales, se observd que la frecuencia alélica del
CYP2D6%4 en la poblacién Tepehuana (IM) fue la mas baja (0.3%) de todas las
poblaciones estudiadas ('878) caso contrario con las poblaciones colombianas
mestiza, argentinas mixtas y judios, donde se observa un 19,4%, 16,4% y 17,8%
respectivamente de frecuencia para este alelo (19:20),

Entre las variantes de funcién reducida, la frecuencia del alelo CYP2D6*10
presenta una gran variacién con un rango de entre 0 al 17.5%, y se observa mas
frecuentemente que el otro alelo de actividad disminuida CYP2D6*17. Las
frecuencias mas altas para el CYP2D6*10 se encontraron en la poblacion
mestiza de México (12,45%) ') y la poblacién indigena de Panama (Ngawbe)
con 17.5% @2, La frecuencia de la variante alélica CYP2D6*17 depende de la
presencia de poblacién afrodescendiente en la poblacién estudiada, con un
rango <0.5% en poblacién nicaragliense mestiza ?, colombiana mestiza ("),
argentina %, mexicana mestiza e indigena ?427); y el 18.4 % 3y 10.2% “6) en
poblacién costarricense afrocaribefia y cubana mestiza respectivamente.
Ademas, el alelo con actividad disminuida CYP2D6*41 ha sido estudiado en unas

pocas poblaciones iberoamericanas.
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En el Perq, las frecuencias de los distintos alelos CYP2D6 son poco conocidas.
Se han reportado datos sobre polimorfismos en el exén 7 en pobladores de
Loreto, Amazonas, Apurimac, Puno, Lambayeque y Lima ©2. Estudios mas
especificos reportan las frecuencias de los alelos CYP2D6*4 y *2, las cuales
fueron 32.0 % y 17.5% respectivamente, pero soélo para la ciudad de Lima (3.
Por eso, se reafirma la necesidad de estudios de farmacogenética en

subpoblaciones.
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Tabla 9. Frecuencias alélicas (%) del CYP2D6 en poblaciones de Latinoamérica

Actividad funcional

Normal No funcionales Reducida
Pais/territorio Poblacion/Ascendencia N *2 *3 *4 *5 *6 *10 *17 *29  *41 Referencia
Argentina Mixta(General) 246 17.4 0.6 16.4 2.8 0.4 3 0.2 - 7.7 (20)
Jewish 173 12.7 1.1 17.8 1.1 0.3 3.2 0.7 - 16.2 (20)
Brasil Mixta(General) 1020 21.5 0.7 9.4 4.6 - 205 56 34 55 (31)
Africana 87 - 1.2 6.3 4.2 - 4.2 9.2 - - (22)
Chile Mestiza 321 40.7 1.1 11.8 - - - - - - (12)
Mapuche 84 18.5 - 3.6 4.2 - 1.8 - - - (79)
Espanola 105 40.47 0.95 13.8 3.33 - 1.9 - - - (79)
Colombia Mestiza 121 37 1.2 19.4 0.8 0 - 1.6 - - (19)
Mestiza 288 20.7 0.3 17.7 1.4 0.7 0.5 0 - 49 (11)
Costa Rica Mestiza 139 - 1.4 10.4 3.2 0.7 1.1 2.2 14 6.1 (23)
Afrocaribefa 49 - 1 41 41 0 3.1 18.4 11.2 1 (23)
Cuba Mixta(General) 254 - 0 14.3 1.6 - 0.8 10.2 - - (25)
Ecuador Blanca-Europea 118 - 0.4 10.6 2.1 - 1.3 4 - - (17)
México Mexico City 243 19.34 1.44 11.21 2.67 - 1245 1.65 - - (21)
Area(Mestizos)
Durango(Mestizos) 112 10.7 0.9 13.1 1.3 - 2.3 - - 2.2 (18); (78)
Guerrero(Mestizos) 50 17 0 14 2 - 2 0 0 (24)
Sonora(Mestizos) 46 34.8 0 14.1 2.1 - 3.3 0 0 (24)
Jalisco(Mestizos) 125 - 1.2 5.6 - - - - - - (14)
Chiapas(Mestizos) 100 - 0 11 2 - 1 0 - 0 (25)
Chiapas(Mestizos) 102 18.1 0.5 8.8 2 - 1.5 1.5 - 1.5 (26)
Nuevo Ledn(Mestizos) 102 13.7 0.5 9.3 2.9 - 2 0 - 6.4 (26)
Coras(Indigenas) 81 28 0 1 1.2 - 0 0 0 1 (27)
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Guarijios(Indigenas) 15 23 0 3 0 - 0 0 0 0 (27)
Huicholes(Indigenas) 107 21 0 7 0 - - 0 0 0 (27)
Lacandones(Indigenas) 154 20.8 0 10.4 0 - 0.6 0 - 1.3 (25)
Mayos(Indigenas) 44 10 0 8 0 - 0 - 0 3 (27)
Mexicaneros(Indigenas) 39 22 0 0 1.3 - - 0 0 0 (27)
Purépechas(Indigenas) 85 - 0 2.9 - - - - - - (14)
Seris(Indigenas) 19 5 0 21 0 - 0 0 0 0 (27)
Tarahumara(indigenas) 88 - 0 7.3 - - - - - - (14)
Tarahumara(lndigenas) 74 21 0 11.5 3.4 - 0.7 0 0 41 (27)
Tepehuanos(Indigenas) 129 20 0 0.3 0.4 - 0 0 - 0.4 (18); (27);
78
Tojolabales(Indigenas) 43 - 0 1.2 - - - - - - ((1 Z)
Tzotziles(Indigenas) 56 - 0 2.7 - - - - - - (14)
Tzeltales(Indigenas) 19 - 0 5.3 - - - - - - (16)
Tzoltziles and 110 17.3 0.5 5.5 3.6 - 0.5 0.5 - 0 (26)
Tzeltales(Indigenas)
Nicaragua Mestiza 98 - 0 14.2 4.6 0 3.1 0 - - (28)
Panama-Colombia Emberra 136 - 0 14 0 1.1 6.9 - - - (22)
Ngawbe 105 - 0 171 0 05 175 - - - (22)
Peru Mestiza 100 32 - 17.5 - : : : : - (13)
Venezuela Nativa 179 - 0 12.3 0 - 2.8 0 - - (29)
Mixta(General) 145 - - 14.5 - - 1 - - (30)
Mestiza 100 - 0 16.5 - 0.5 - - - - (15)

Fuentes: Sarmiento ('Y, Varela y cols. ('?, Casas (¥, Salazar-Flores y cols. ¥, Griman y cols. (¥, Sosa-Macias y cols. ("® Dorado P y cols. ('),
Sosa-Macias y cols. "®; Sosa-Macias y cols. ('®, Isaza y cols. ("®, Moya y cols. %, Lopez My cols. ?"), Jorge y cols. @, Céspedes-Garro y cols.
(23) Contreras y cols. ©@%, Lépez-Lépez y cols. ?, Perez-Paramo y cols. ?®, Lazalde-Ramos y cols. ?”), Llerena y cols. 8, Pinto-Escalante y
cols. ® Flores-Angulo y cols. 9, Friedrich y cols. ©".
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4. METODOLOGIA

4.1. Poblacion de estudio

Se analizaron 172 muestras de ADN genomico perteneciente a personas
mayores de 18 afos, quienes no presentaban grado de parentesco entre ellas.
La muestra total fue conformada por varones y mujeres quienes procedian de
los departamentos de Lima (provincia de Huarochiri y provincia de Lima), Cusco
(provincia Calca) y Puno (provincia Puno).

Las muestras de ADN gendmico de los departamentos de Lima y Puno fueron
obtenidas del banco de ADN perteneciente a la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos y las pertenecientes al
departamento de Cusco se obtuvieron de frotis bucales en la ciudad de Calca.
Todas las muestras seleccionadas contaron con los permisos y/o
consentimientos informados requeridos para el estudio.

Se agrupé las muestras por subpoblaciones, siendo el nimero de personas en
Huarochiri-Lima=20, Lima ciudad=100, Puno=29 y Calca-Cusco=23. El criterio
de muestreo fue no probabilistico, con 2 0 3 generaciones anteriores viviendo en
el lugar y una muestra por cada familia representativa del lugar.

4.1.1 Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion y exclusién fueron:

e Criterios de inclusion: Personas mayores de 18 afos sin grado de
parentesco entre ellos. Los voluntarios sanos deben pertenecer a las
subpoblaciones en estudio y haber autorizado la donacion de ADN en el
consentimiento informado.

o Criterios de exclusion: Personas menores de 18 afos y que presentan
alguna patologia.
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4.2 Obtencion de la muestra

Las muestras seleccionadas del banco de ADN fueron extraidas de sangre
seglin metodologia descrita por Miller y cols. (1998) ®9. Las muestras
provenientes de Calca-Cusco fueron extraidas a partir de células epiteliales de
la cavidad bucal siguiendo el protocolo descrito por Sandoval y cols. (2013) @),

4.3 Deteccion del alelo CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A)

Se realizé la genotipificacién del alelo *4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en el gen
CYP2D6, asociado al metabolismo lento, mediante la técnica de PCR- RFLP. Lo
descrito se ejecutd en el laboratorio del grupo de investigacion GENOBIDC
perteneciente al departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Mayor de San Marcos.

4.3.1 Amplificaciéon del ADN

El fragmento que contiene el sitio polimérfico fue amplificado mediante la técnica
de PCR segun lo reportado por Schur y cols. (2001) ©). Las reacciones de
amplificacién se realizaron con la enzima Taq polimerasa (Thermo scientific)y
primers especificos. La region que contiene el alelo *4 (SNP rs3892097, 1846
G>A) fue amplificada por PCR con los primers F (Forward, 5-GCC TTC GCC
AAC CAC TCC G-3') y R (Reverse, 5'-AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC-3".),
con un tamano de amplicén de 355 pares de bases.

El amplificado se realiz6 en un volumen final de 12,5 uL, con 8,15 uL de agua
grado biologia molecular, 1,25 uL de Buffer Taq polimerasa KCI 10X, 0,25 pL de
Mix dNTP 10 uM, 0,75 pL de MgCl2 25 mM, 0,2 pL de los primers F y R 10 pM,
0,2 uL de Taq polimerasa (5 U/ul) y 1.5 uL de ADN gendmico (100 ng/ pL).

La reaccién de PCR se desarrolld6 en el termociclador Benchmark (TC9639
Thermal cycler) y Biometra tone, bajo ciertas condiciones (Tabla 10):

50



Tabla 10. Condiciones de la PCR

Desnaturalizacion inicial 94°C por 5 min.
32 ciclos:
Desnaturalizacién 94°C por 40 seg.
Alineamiento 58°C por 40 seg.
Extension 72°C por 40 seg.
Extension final 72°C por 5 min.

El amplicdn obtenido fue verificado mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5 %, usando 5 puL de ADN amplificado, 1 pL de colorante fluorescent dye
reagent, marcador de peso molecular Gene Ruler 100 pb (Fermentas) y solucién
buffer Tris borato EDTA (TBE) 1X con un voltaje constante de 110 V /30 min.

4.3.2 Analisis de restriccion

El analisis de restriccién se llevoé a cabo segun las instrucciones dadas por el
fabricante (Thermo scientific), y adaptado a las condiciones del laboratorio del
grupo de investigacion GENOBIDC.

Se utiliz6 un volumen total de 15 pL para este analisis, siendo los volimenes de
la mezcla de reaccién: 8 pL de agua grado biologia molecular; 1,5 pL de buffer
R 10X; 0,5 yL de la enzima de restriccion Mval (BstNI) (10 U/uL) y 5 uL del
amplificado. Esta mezcla de reaccion se incub6 a 37°C por 12 horas. Los
genotipos obtenidos se visualizaron bajo luz UV (transiluminador) luego de
realizar la electroforesis en gel de agarosa al 3 %.

Un fragmento sin digerir de 355 pares de bases (pb) fue indicativo de la presencia
de la mutacion en ambos alelos (homocigoto). Si el fragmento de PCR de 355
pb se digirié en dos fragmentos de 250 y 105 pb, esta mutacién no estaba
presente en ninguno de los alelos, y dio como resultado una determinacién de
tipo silvestre. Una mezcla de los tres tamanos de fragmentos fue indicativa del

heterocigoto.
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Tabla 11. Fragmentos de restriccion y genotipo

Tamanos de los

fragmentos de Genotipo Diplotipo
restriccion
Homocigoto
355 pb A/A *4/*4
mutante
Homocigoto
250 pb y 105 pb . G/G wit/ wit
silvestre

355 pb, 250 pb y
105 pb

wt =wild type o alelo salvaje

Heterocigoto G/A wt /*4

Fuente: Schur y cols. ©

4.4 Clasificacion funcional del alelo CYP2D6*4(SNP rs3892097, 1846 G>A)

Como se ha expuesto anteriormente, las variantes alélicas se han clasificado
segun su actividad. Segun esta evaluacion funcional, el genotipo de un individuo
tendra un valor asignado de actividad que seria la suma de la puntuacién de sus
dos alelos (7:67),

A la variante alélica CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) se les asigno6 un

valor de 0, al otro alelo salvaje wt se le asign6 un valor de 1.

Tabla 12. Puntaje de actividad

Diplotipo  Puntaje Fenotipo extrapolado
*4/*4 0 gMPs (metabolizador lento genético),
*wt/ *wt 1 gMN lento (metabolizador normal - lento genético)
*wt | *wt 2 gMN répido (metabolizador normal — rapido
genético)

Fuente: Gaedigk y cols. (767
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4.5 Analisis estadistico

4.5.1 Estadistica descriptiva

Se determinaron las frecuencias genotipicas, alélicas y fenotipo metabdlico

extrapolado. Ademas, se utilizé la prueba de equilibrio de Hardy- Weinberg.

4.5.2 Estadistica comparativa

Segun la naturaleza de la informacién obtenida, se emplearon pruebas
comparativas entre las subpoblaciones peruanas en estudio con otras
poblaciones mundiales. El programa Epidat 3.1 se utiliz6 para el analisis
estadistico correspondiente.

53



5. RESULTADOS

La poblacion peruana total de estudio estuvo constituida por

cuatro

subpoblaciones peruanas de los departamentos de Lima, Cusco y Puno. El 58,1

% de la poblacién corresponde a Lima ciudad, 11,3 % de Huarochiri-Lima, 13, 4

% de Calca-Cusco, y por ultimo el 16,9 % de Puno.

Tabla 13. Subpoblaciones incluidas en el presente estudio

POBLACION SUBPOBLACION N %
Lima ciudad 100 58,1
Lima
Huarochiri-Lima 20 11,3
Cusco Calca-Cusco 23 13,4
Puno Puno 29 16,9
Poblacién peruana total 172 100

N=nUmero de individuos incluidos en el estudio
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De estas subpoblaciones, se analiz6 las frecuencias alélicas y genotipicas del
alelo CYP2D6*4(rs3892097), como se visualiza en la Figura 4.

Figura 4. Visualizacién de los genotipos del polimorfismo rs3892097(1846G>A)
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%, Carril 1,2,4 y 5: sujetos con el
genotipo heterocigoto wt/*4, Carril 3: sujeto con el genotipo * wt /*wt

55



5.1 Analisis de las frecuencias del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A)
entre las subpoblaciones de estudio y la poblacion peruana en total

5.1.1 Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)

Las frecuencias genotipicas esperadas se calcularon segun el equilibrio de
Hardy-Weinberg en la poblacién peruana total y por subpoblaciones a partir de
las frecuencias genotipicas para el genotipo homocigoto mutante (A/A),
heterocigoto (G/A) y homocigoto silvestre (G/G).

En la poblacién peruana total se obtuvo un p = 0,91. En las subpoblaciones de
estudio, en Lima-ciudad el pfue 0,91, Huarochiri-Lima con p = 0,98, Calca-Cusco
conun p = 0,89 y en Puno el p fue 0,86 (Tabla 14). Todas se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 14. Equilibrio de Hardy — Weinberg en las subpoblaciones entre las
subpoblaciones de estudio

POBLACION SUBPOBLACION EQU"‘U\B,R'O H-
Lima ciudad 0.91 Si
Lima g
Huarochiri-Lima 0.98
Cusco Calca-Cusco 0.89 Si
Puno Puno 0.86 S
Poblacién peruana total 0,91 Si
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5.1.2 Analisis de las frecuencias genotipicas y fenotipos metabdlicos
extrapolados

Las frecuencias genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) se
muestran en la Tabla 15. La poblacion peruana total de estudio presenta 82,5 %
para el genotipo G/G, 16,3 % para el genotipo G/A y 1,2 % para el genotipo A/A.
De las subpoblaciones, Lima ciudad presenta 83 % para el genotipo G/G, 16 %
para el genotipo G/A 'y 1 % para el genotipo A/A; Huarochiri-Lima 95 % para el
genotipo G/G y 5 % para el genotipo G/A; Calca- Cusco 78,3% para el genotipo
G/Gy 21,7 % para el genotipo G/A; y finalmente Puno 75,9 % para el genotipo
G/G, 20,7% para el genotipo G/A 'y 3,4 % para el genotipo A/A.

Tabla 15. Distribucion genotipica del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846
G>A) entre las subpoblaciones de estudio y poblacion peruana total

FRECUENCIA GENOTIPICA?

POBLACION SUBPOBLACION N
G/G (%) GIA(%) A/A (%)

Lima ciudad 100 83 (83) 16 (16) 1(1)

Lima

Huarochiri-Lima 20 19 (95) 1(5) 0 (0)
Cusco Calca-Cusco 23 18 (78,3) 5(21,7) 0 (0)
Puno Puno 29 22 (75,9) 6(20,7) 1(3,4)

Poblacién peruana de estudio 172 142 (82,5) 28 (16,3) 2(1,2)

2 E| analisis entre todos los pares posibles de las subpoblaciones no muestra diferencias
significativas (p>0,05), segun test exacto de Fisher. No se realiz6 los céalculos para el
homocigoto A/A entre los pares posibles para Lima-Huarochiri y Calca-Cusco.

N=nUmero de individuos incluidos en el estudio
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El fenotipo metabdlico extrapolado de CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A)
se evalud mediante el Activity score (AS) propuesto por Gaegdik y cols!”). Segln
ello, el 1,2 % de la poblacién peruana total de estudio predice un metabolismo
lento segun el genotipo, siendo un 1% y 3,4% para las subpoblaciones de Lima
ciudad y Puno, respectivamente. Las demas frecuencias son descritas en la
Tabla 16.

Tabla 16. Fenotipos metabdlicos extrapolados del CYP2D6*4 (SNP
rs3892097, 1846 G>A) en las subpoblaciones de estudio

Fenotipo metabdlico extrapolado®

Metabolizador genético

normal(gMN)
Metabolizador
. enético ; i
POBLACION SUBPOBLACION N  [onto (gmL) Metabolizador Metabolizador
o genético genético
(%) normal — normal —
lento (QMN rapido
lento) (gMN rapido)
(%) (%)
AS=0 AS = AS =2
Lima ciudad 100 1(1) 16 (16) 83 (83)
Lima
Huarochiri-Lima 20 0 (0) 1(1) 19 (95)
Cusco Calca-Cusco 23 0 (0) 5(21,7) 18 (78,3)
Puno Puno 29 1(3,4) 6 (20,7) 22 (75,9)
Poblacion peruana de estudio 172 2(1,2) 28 (16,3) 142 (82,5)

AS= activity score, los valores de AS son adoptados de la referencia (767

b E| andlisis entre todos los pares posibles de las subpoblaciones no muestra diferencias
significativas (p>0,05), segun test exacto de Fisher. No se realiz6 los célculos para el
gML entre los pares posibles para Lima-Huarochiri y Calca-Cusco.

N=nUmero de individuos incluidos en el estudio
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5.1.3 Analisis de las frecuencias alélicas

La distribucién alélica del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) se muestra
en la Tabla 17. La poblacién peruana total de estudio presenta 90,7 % para el
alelo silvestre Gy 9,3 % para el alelo mutante A.

De la subpoblacion de Lima ciudad el 91 % para el alelo G y 18 % para el alelo
A; Huarochiri-Lima con 97,5 % para el alelo G y 2,5% para el alelo A; Calca-
Cusco con 89,1% para el alelo Gy 10,9 % para el alelo A y Puno con 86,2%
para el alelo Gy 13,8 % para el alelo A.

Tabla 17. Distribucion alélica del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A)
entre las subpoblaciones de estudio y poblacion peruana total

Ne FRECUENCIA ALELICA®
POBLACION SUBPOBLACION alelo

S G (%) A (%)
Lima ciudad 200 182 (91) 18 (9)

Lima
Huarochiri-Lima 40 39 (97,9) 1(2,5)
Cusco Calca-Cusco 46 41 (89,1) 5(10,9)
Puno Puno 58 50 (86,2) 8 (13,8)
N° de alelos en la poblacion 344 312 (90,7) 32 (9.3)

peruana de estudio

¢ El analisis entre todos los pares posibles de las subpoblaciones no muestra diferencias
significativas (p>0,05), segun test exacto de Fisher.

N=nUmero de individuos incluidos en el estudio

La frecuencia del alelo *4 fue extrapolada de los resultados para el homocigoto
mutante A para cada subpoblacion.
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En base a ello, se observa que el alelo *4 se encuentra en el 9,3 % de la
poblacién peruana total de estudio. Con referencia a las subpoblaciones, Lima
ciudad presenta un 9 %, Calca-Cusco un 10,9%, Puno un 13,8 % y el mas bajo

porcentaje, Huarochiri-Lima con un 2,5%

Tabla 18. Distribucion del alelo *4 del Citocromo CYP2D6 (SNP rs3892097,
1846 G>A) entre las subpoblaciones de estudio

POBLACION SUBPOBLACION N ALELO *4
Lima ciudad 100 9%
Lima
Huarochiri-Lima 20 2,5%
Cusco Calca-Cusco 23 10,9 %
Puno Puno 29 13,8%
Poblacién peruana de estudio 172 9,3 %

N=nUmero de individuos incluidos en el estudio

5.2 Analisis comparativo de la poblacién peruana de estudio con respecto

a otras poblaciones del mundo
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Las frecuencias de genotipos, alelos y fenotipos extrapolados que presenta la
poblacién peruana estudiada se comparan con las observadas en diferentes
poblaciones representativas de la poblaciéon general del mundo.

5.2.1 Analisis de las frecuencias genotipicas y fenotipos metabdlicos

extrapolados

Se recopilaron los genotipos del SNP rs3892097 del gen CYP2D6*4 de

diferentes poblaciones en el mundo incluidas en el proyecto 1000 genomas.

Tabla 19. Comparacion de la distribucion genotipica (%) del CYP2D6*4
(SNP rs3892097, 1846 G>A) en la poblacion peruana con otras
poblaciones mundiales.

N Frecuencia genotipica o Referencia
G/G (%) G/A(%) A/A(%) bibliografica
Poblacion
peruana de 172 (ggi) 28 (16,3) 2(1,2) - Pergtsuedri]ct)e
estudio ’
- Lima
Presente
ciudad 100 83 (83) 16 (16) 1(1) 0,99 estudio
. 589
Africanos 661 (89.1) 64 (9,7) 8(1,2) 0,049 (82)
Asiaticos del 502
Este 504 (99,6) 2 (0,4) 0 (0) - (82)
Asiaticos del 394
Sur 503 (80,6) 83 (17) 12 (2,5) 0,58 (82)
339
Europeos 489 (67.4) 141 (28) 23 (4,6) 0,001 (82)
. 267
Americanos 347 (76.9) 70(20,2) 10(2,9 0,22 (82)

4 Segun test exacto de Fisher.

N=numero de individuos incluidos en el estudio

Con respecto a las poblaciones del continente americano, se compara la
poblacién peruana de estudio con cuatro poblaciones del continente americano
incluidas en el proyecto 1000 genomas, dentro de la cual se encuentra una
poblacion de peruanos en Lima.
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Tabla 20. Comparacion de la distribucion genotipica (%) del CYP2D6*4
(SNP rs3892097, 1846 G>A) en la poblacion peruana con otras
poblaciones del continente americano

Frecuencia genotipica

N pe Referencia
G/G (%) G/A (%) A/A (%) bibliografica

Poblacion peruana de Presente
estudio 172 142 (82,5) 28 (16,3) 2(1,2) estudio

- Lima ciudad 100  83(83) 16(16)  1(1) 0,99 Pésﬁj%ri‘ée
Peruanos en Lima,
Perd (1000 genomas) 85 75(88,2) 9(10,6) 1(1,2) 0,47 (82)
Colombianos en
Medellin, Colombia 94  67(/13) 23(245) 4(43) 0,058 (82)
Ancestros mexicanos
en Los Angeles, 64 48 (75) 16 (25) 0 (0) NA (82)
California
Puertorriquenos en 104  77(74) 22(21,2) 5(48) 0,089 (82)

Puerto Rico

¢ Segln test exacto de Fisher.

N=nUmero de individuos incluidos en el estudio

En base a estos resultados, podemos extrapolar el fenotipo con el genotipo

obtenido para estas poblaciones, en la Tabla 21 se indican las frecuencias

obtenidas.
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Tabla 21. Fenotipos metabodlicos extrapolados del CYP2D6*4 (SNP
rs3892097, 1846 G>A) en las subpoblaciones de estudio

Fenotipo metabdlico extrapolado

gMN
Referencia
ML f It
POBLACION N %% ) gMN lento  gMN rapido P bibliografica
(%) (%)
AS=0 AS =1 AS =2
Poblacion peruana de Presente
estudio 172 2(1,2) 28 (16,3) 142 (82,5) - estudio
- Lima ciudad 100  1(1)  16(16) 83 (83) 0,99  Fresente
estudio
] e Presente
Huarochiri-Lima 20 0 (0) 1(5) 19 (95) ) estudio
- Calca-Cusco Presente
23 0 (0) 5(21,7) 18 (78,3) - estudio
- Puno 0,48 Presente
29 1(3,4) 6 (20,7) 22 (75,9) estudio
Africanos 661 8(1,2) 64 (9,7) 589 (89,1) 0,07 (82)
Asiaticos del Este 504 0 (0) 2(0,4) 502 (99,6) NA (82)
Asiaticos del Sur 503 12 (2,5) 83 (17) 394 (80,6) 0,51 (82)
Europeos 489 23 (4,6) 141 (28) 339 (67,4) 0,002 (82)
Americanos 347 10(2,9) 70 (20,2) 267 (76,9) 0,18 (82)
- Peruanos en Lima,
Peru (1000 85 1(1,2  9(10,6) 75 (88,2) 0,53 (82)
genomas)
- Colombianos en
Medellin, Colombia 94  4(4,3) 23(24,5) 67 (71,3) 0,04 (82)
- Ancestros
mexicanos en Los 64 0 (0) 16 (25) 48 (75) NA (82)
Angeles, California
- Puertorriquefios en
Puerto Rico 104 5(4,8) 22(21,2) 77 (74) 0,07 (82)

gML = Metabolizador genético lento; gMN = Metabolizador genético normal; gMN lento =
Metabolizador genético normal — lento; gMN rapido = Metabolizador genético normal — rapido
 Segln test exacto de Fisher.

N=numero de individuos incluidos en el estudio

NA =No aplica
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5.2.2 Analisis de las frecuencias alélicas

Se recopilaron las distribuciones alélicas del SNP rs3892097 del gen CYP2D6*4

de diferentes poblaciones en el mundo incluidas en el proyecto 1000 genomas.

Tabla 22. Comparacion de la distribucion alélica (%) del CYP2D6*4 (SNP
rs3892097, 1846 G>A) en la poblacion peruana con otras poblaciones
mundiales.

Frecuencia alélica

Referencia
bibliografica
G (%) A (%)

‘s Presente
Poblacion peruana de i
ot P 312(90,7)  32(9,3) - estudio

- Lima-ciudad Presente
182 (91) 18 (9) 0,91 estudio
Poblacion mundial
- Africanos 1242 (93,9) 80(6,1) 0,039 (82)
- Asiaticos del Este {npg (99,8) 2(0,2) 0 (82)
- Europeos 819 (81,4) 187 (18,6) 0 (82)
- Asiaticos del Sur 871 (89,1) 107 (10,9) 0,39 (82)
- Americanos 604 (87) 90 (13) 0,079 (82)

9 Segun test exacto de Fisher.
N=nUmero de individuos incluidos en el estudio
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Con respecto a las poblaciones del continente americano, se compara la
poblacién peruana de estudio con cuatro poblaciones del continente americano
incluidas en el proyecto 1000 genomas, dentro de la cual se encuentra una
poblacién de peruanos en Lima.

Tabla 23. Comparacioén de la distribucion alélica (%) del CYP2D6*4 (SNP
rs3892097, 1846 G>A) en la poblacion peruana con otras poblaciones del
continente americano

Frecuencia alélica

h Referencia
P*  bibliografica
G (%) A (%)

Poblacién peruana de Presente
estudio 312(90,7)  32(3.3) i estudio
- Lima-ciudad Presente

182 (91) 18 (9) 0,91 estudio

Peruanos en Lima, Peru

(1000 genomas) 159 (93,5) 11 (6,5 0,27 (82)
Colombianos en Medellin,

Colombia 157 (83,5) 31(16,5) 0,02 (82)
Ancestros mexicanos en

Los Angeles, California 112(87,5) 16(125) 032 (82)
Puertorriquenos en 176 (84.6) 32 (154) 0,03 (82)

Puerto Rico

h Segun test exacto de Fisher.
N=nUmero de individuos incluidos en el estudio
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5.2.3 Analisis de la distribucion del alelo *4

La frecuencia del alelo *4 fue extrapolada de los resultados para el homocigoto
mutante A para cada poblacién incluida en el proyecto 1000 genomas. Las
demas frecuencias fueron extraidas de diversos estudios realizados a

poblaciones latinoamericanas incluidas en la Tabla 9
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Tabla 24. Distribucion del alelo *4 del Citocromo CYP2D6 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en la poblacion peruana y
poblaciones mundiales

N Frecuencia alélica i Referencia
CYP2D6*4 P bibliografica

Poblacién peruana en estudio 172 9,3 % - Presente estudio

- Peruanos, Lima-ciudad 100 9% 0,91 Presente estudio

- Peruanos, Huarochiri-Lima 20 2,5% 0,1 Presente estudio

- Peruanos, Calca-Cusco 23 10,9% 0,74 Presente estudio

- Peruanos, Puno 29 13,8% 0,31 Presente estudio
Africanos (1000 genomas) 661 5,4% 0,04 (82)
Asiaticos del Este (1000 genomas) 504 0,2% 0 (82)
Europeos (1000 genomas) 503 18,6 % 0 (82)
Asiaticos del Sur (1000 genomas) 489 10,9 % 0,39 (82)
Americanos (1000 genomas) 347 13 % 0,08 (82)

- Colombianos en Medellin, Colombia (1000 genomas) 94 16.5 % 0.02 (82)

- Ancestros mexicanos en Los Angeles, California (1000 genomas) 64 12.5% 0.32 (82)

- Puertorriquenos en Puerto Rico (1000 genomas) 104 15.4 % 0.03 (82)

- Peruanos de Lima, Peru (1000 genomas) 85 6.5 % 0.27 (82)

- Peruanos(mestizos) 100 17.5% 0,006 (13)

- Argentina(mixta) 246 16.4 % 0,002 (20)

- Argentina (judios) 173 17.8% 0,001 (20)

- Brasil (mixta) 1020 9.4 % 0,95 (31)
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Brasil (ascendencia africana)

87 6.3 % 0,24 (22)
Chile (mestizos) 321 11.8 % 0,22 (12)
Chile (mapuches) 84 3.6 % 0,014 (79)
Chile (ascendencia espaiola) 105 13.8 % 0,1 (79)
Colombia (mestizos) 121 19.4 % 0,001 (19)
Colombia (mestizos) 288 17.7 % 0,0003 (11)
Costa Rica (mestizos) 139 10.4 % 0,64 (23)
Costa Rica (ascendencia afrocaribeia) 49 4.1 % 0,07 (23)
Cuba (mixta) 254 14.3 % 0,03 (25)
Ecuador (ascendencia europea, blanca) 118 10.6 % 0,61 (17)
Nicaragua (mestizos) 98 14.2 % 0,08 (28)
Panama-Colombia (Emberra) 136 14 % 0,07 (22)
Panama-Colombia (Ngawbe) 105 171 % 0,01 (22)
Venezuela (ascendencia nativa) 179 12.3% 0,2 (29)
Venezuela (mixta) 145 14.5 % 0,043 (30)
Venezuela (mestizos) 100 16.5 % 0,01 (15)
México
o Durango (Mestizos) 112 13.1 % 0,17 18); (78
o Guerrero (Mestizos) 50 14 % 0,19 (24)
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Sonora (Mestizos)

46 14.1% 0,19 (24)
o Jalisco (Mestizos) 125 5.6 % 0,09 (14)
o Chiapas (Mestizos) 100 11 % 0,52 (25)
o Chiapas (Mestizos) 102 8.8 % 0,85 (26)
o Nuevo Leon (Mestizos) 102 9.3 % 0,99 (26)
o Huicholes (Indigenas) 107 7% 0,34 (27)
o Lacandones (Indigenas) 154 10.4 % 0,64 (25)
o Mayos (Indigenas) 44 8% 0,69 (27)
o Mexicaneros (Indigenas) 39 0% (27)
o Purépechas (Indigenas) 85 2.9% 0,005 (14)
o Seris (Indigenas) 19 21 % 0,04 (27)
o Tarahumara (Indigenas) 88 7.39% 0,46 (14)
o Tarahumara (Indigenas) 74 11.5% 0,46 (27)
o Tepehuanos (Indigenas) 129 0.3 % 0 (18); (27); (78)
o Tojolabales (Indigenas) 43 1.2% 0,003 (14)
o Tzotziles (Indigenas) 56 2.7 % 0,01 (14)
o Tzeltales (Indigenas) 19 5.3% 0,38 (16)
o Tzoltziles and Tzeltales (Indigenas) 110 55 % 0,09 (26)

" Segun test exacto de Fisher.
N=numero de individuos incluidos en el estudio
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6. DISCUSION

CYP2De6 tiene un rol crucial en el metabolismo de la gran mayoria de drogas
clinicamente importantes, por ello cualquier cambio en la actividad de la CYP2D6
influye en la respuesta del paciente hacia las drogas. La expresion del gen
CYP2D6 no es inducible por muchos de los xenobidticos conocidos en contraste
con otras enzimas CYP metabolizadoras de drogas. Sin embargo, el gen
CYP2D6 es altamente polimorfico y el principal factor que determina la actividad
enzimatica es la presencia de variantes genéticas 3. El polimorfismo CYP2D6*4
(determinado por el SNP rs3892097, G>A, en el presente estudio), es una de las
variantes mas estudiadas en europeos, africanos, asiaticos del sur y poblaciones
americanas mestizas “7).

La distribucién del polimorfismo CYP2D6*4 en las poblaciones esta influenciada
por las diferencias étnicas que pueden influir en el metabolismo de farmacos. En
Latinoamérica, donde cinco siglos de mestizaje entre los 2 grandes grupos
ancestrales (americanos nativos, europeos) y africanos del Sub-Sahara, dio
como resultado una extensa heterogeneidad en las poblaciones observadas
hasta la fecha ©3. Por ello, las frecuencias genotipicas y alélicas para el
CYP2D6*4 pueden variar de acuerdo con el grado de mestizaje de las
poblaciones.

Peru presenta una compleja diversidad de poblacion, es reconocido como un
pais multicultural, contando con mas de 65 grupos étnicos entre quechuas,
aymaras, aguarunas, ashaninkas y otros pueblos indigenas amazénicos, cuya
mayoria habita en 1.300 comunidades rurales y en periferias urbanas. Segun el
Informe del Estado de la Poblacién Peruana del afo 2007, los datos sobre
identificacidn étnica sefalan que el 57,6% de la poblacion se identifico6 como
mestizo, el 22,5% declararon ser quechuas, y en menores proporciones se
identificaron con las siguientes categorias: Blancos (4,8%), Aymara (2,7%), de
la Amazonia (1,7%) ®4). EI 9,1% sefalé categorias diferentes a las mencionadas.
Asimismo, Peru es uno de los paises con mayor diversidad humana y genética
de Latinoamérica. La poblacion peruana ha sufrido una serie de cambios a través
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de la historia a causa de la colonizacidon espafnola que comenzo en el siglo XVI
(85) Toda esta composicion, con distintos patrones de inmigracion y diferentes
procesos de mestizaje, resalta la importancia de los estudios farmacogenéticos-

farmacogendmicos (PGx) en estas subpoblaciones peruanas.

En PerU, solo se ha reportado dos investigaciones relacionadas a la distribucién
del CYP2D6*4 hasta la fecha. Una de ellas en el ano 2010, cuyo propoésito fue
determinar la frecuencia alélica CYP2D6*2 y CYP2D6*4 en una subpoblacion de
100 voluntarios sanos pertenecientes a Lima ('3; y otro estudio realizado por el
Proyecto 1000 genomas 2, donde se reporté frecuencias genotipicas y alélicas
para el CYP2D6*4(SNP rs3892097, 1846G>A), el cual se realiz6 en 85
voluntarios de la ciudad de Lima. Sin embargo, debido al grado de mestizaje
evidenciado en la poblacion peruana, se resalta la importancia de considerar mas
subpoblaciones para la evaluacion de la variante genética CYP2D6*4 y otras de

relevancia clinica.

En el presente estudio sobre el andlisis del CYP2D6*4(SNP rs3892097) se
analiza por primera vez subpoblaciones peruanas, en especial subpoblaciones
nativas y mestizas que comparten un area geografica (departamento de Lima) y
qgue pertenecen a regiones distantes (Calca-Cusco y Puno). De la poblacién de
172 individuos aparentemente sanos, el 58,1 % pertenece a Lima ciudad, 11,3
% a Huarochiri-Lima, 13,4 % a Calca-Cusco y el 16,9 % a Puno provincia (Tabla
13). La poblacién peruana total (N=172) y las subpoblaciones de Lima ciudad
(N= 100), Huarochiri-Lima (N=20), Calca-Cusco (N= 23) y Puno provincia (N=
29) se encuentran en equilibrio génico de Hardy-Weinberg (p>0,05) para la
variante genética CYP2D6*4(SNP rs3892097) (Tabla 14). Esto significa que, en
ellas, no ha actuado la seleccion natural u otro factor que genere alguna
mutacion, de gran tamano y donde todos los individuos son igualmente variables
y fecundos, el proceso de la herencia, por si mismo, no altera las frecuencias

alélicas ni genotipicas de un determinado locus ().

En relacion con las frecuencias genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097) de
las subpoblaciones peruanas de estudio, se pudo observar que el genotipo G/G
es el mas frecuente, representando el 82,5% de la poblacién peruana estudiada.
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Las frecuencias genotipicas de este homocigoto silvestre (G/G) no muestra
diferencia significativa entre las subpoblaciones en estudio, mostrando
resultados similares (p>0,05). Asimismo, en las subpoblaciones de Huarochiri-
Lima y Calca-Cusco no se encontrd el genotipo homocigoto mutante (A/A). Este
ultimo resultado indica que otros SNPs del CYP2D6 pueden estar involucrados
en el metabolismo lento que puedan presentar estos pacientes. Para el resto de
las subpoblaciones con respecto al genotipo A/A, las frecuencias encontradas
fueron inferiores al 4% (Puno presenta 3,4% para este genotipo y Lima ciudad
1%).

Con respecto al genotipo heterocigoto (G/A), se evidencia que representa el
16,3% de la poblacién peruana estudiada. Sin embargo, de las subpoblaciones
incluidas en el estudio, se evidencia que la menor frecuencia para este genotipo
la presenta la subpoblacion de Huarochiri-Lima (5%) y la mayor frecuencia la
subpoblaciéon de Calca-Cusco (21,7%). Las frecuencias de las subpoblaciones
estudiadas no muestran diferencias significativas entre los resultados para estos
genotipos (p>0,05) (Tabla 15).

Sobre los fenotipos metabdlicos extrapolados y de acuerdo con los resultados
descritos, se predijo el fenotipo a partir del genotipo, usando el puntaje de
actividad o Activity score (AS) propuesto por Gaedigk y col. 7). Este puntaje de
actividad cubre un amplio rango de actividad, por ello, en base a la puntuacién
obtenida por la suma del valor asignado en base al diplotipo presente, se
distinguen 4 predicciones fenotipicas en base al genotipo (gML, gMIl, gMN y
gMU). El metabolizador genético normal fue subdividido a su vez en gMN lento
(gMN -S) y gMN-rapido (gMN-F). Por tanto, en base al AS, se observo que un
1,2% de la poblacion peruana presenta un fenotipo metabdlico extrapolado a
metabolizadores pobres, los cuales corresponden principalmente a las
subpoblaciones de Lima-Ciudad (1%, N=1) y Puno (3,4%, N=1), (Tabla 16).

Esta informacion tiene una aplicacién potencial en la practica médica/clinica, ya
que es muy probable que los individuos que evidencian este fenotipo predictivo
presenten efectos adversos o baja respuesta a determinados medicamentos de

prescripcidn médica frecuente, los cuales son en su mayoria metabolizados por
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la enzima CYP2D6. Por ejemplo, en el afo 2016, la Direccion General de
Medicamentos, Insumos y Drogas (DIGEMID) autorizd y aprobd la
comercializacion de CERDELGA (Eliglustat), indicado para el tratamiento de la
enfermedad de Gaucher de tipo 1 para pacientes que son metabolizadores
lentos, metabolizadores intermedios 0 metabolizadores rapidos del CYP2D6. Se
indica que, antes de iniciar el tratamiento con CERDELGA, se debe genotipar el
CYP2D6 para determinar sus caracteristicas de metabolizacion ®7). Este
medicamento se debe limitar su uso a pacientes que son metabolizadores
ultrarrdpidos para CYP2D6, ya que pueden no alcanzar concentraciones
adecuadas para lograr un efecto terapéutico y no recomiendan una dosificacion
especifica para aquellos pacientes cuyo genotipo CYP2D6 no puede
determinarse (metabolizadores indeterminados) ®8). Si bien la enfermedad de
Gaucher-tipo 1 es considerada una enfermedad huérfana y con baja incidencia
en nuestro pais, estos resultados también son importantes para aquellos
farmacos y profarmacos utilizados en el area de psiquiatria, cardiologia y manejo
del dolor que son sustratos y metabolizados por la CYP2D6.

Por todo lo descrito, conocer el genotipo CYP2D6 del paciente le permite al
profesional de la salud identificar a los pacientes con posible metabolismo lento
en riesgo de RAM vy tasas de dosificacion significativamente mas bajas para
explicar la disminucion del indice de aclaramiento metabdlico o evitar prescribir
el medicamento por completo. Ademas, el conocimiento del genotipo CYP2D6
puede permitir identificar pacientes con riesgo de fracaso terapéutico dada su
incapacidad para activar profarmacos y en su lugar considerar medicamentos
alternativos para aumentar la probabilidad de una respuesta eficaz y disminuir

un proceso de prescripcion basado en prueba y error @9,

Existen iniciativas como el Consorcio de Implementacion de Farmacogenética
Clinica (CPIC) y el Grupo de Trabajo de Farmacogenética Holandesa (DPWG)
gue se han desarrollado para generar directrices actualizadas basadas en la
revisidon sisteméatica de la base bibliografica ampliamente creciente para ayudar
a los médicos y farmacéuticos, con base en la PGx, estrategias de dosificacion.
Por ejemplo, segun las pautas CPIC, para este 1,2% de la poblacion peruana
gue presenta un fenotipo metabolizador lento extrapolado del genotipo, indicaria
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evitar la amitriptiina y una reduccion de la dosis de 50% a 70% para
clomipramina, doxepina, nortriptilina e imipramina. En el caso de la venlafaxina
y risperidona, el DPWG recomienda evitar su uso para este tipo de pacientes, ya
gue experimentan hasta 4 veces mas eventos adversos, como nausea, vomitos,
diarreas y en algunos casos, arritmias severas en el uso de venlafaxina y un

significante incremento de riesgo de reacciones adversas al medicamento @9,

En relacidén con la distribucién alélica, y tal como se expone en la Tabla 17, el
alelo predominante es el alelo silvestre G, representando el 90,7% de la
poblacion peruana total. De esta ultima, la frecuencia mas baja, con 86,2%,
pertenece a la subpoblacién de Puno y la mas alta (97,5%) a la subpoblacién de
Puno. Cabe recalcar que no se evidencio diferencias significativas entre los
resultados para las frecuencias alélicas en las subpoblaciones de estudio.

Las frecuencias del CYP2D6*4 se calcularon a partir del alelo mutante A del SNP
rs3892097 (Tabla 18). La poblacion peruana de estudio presenta un 9,3%. En
las subpoblaciones evaluadas se evidencia que Lima muestra el 9%, Huarochiri-
Lima el 2,5 %, Cusco el 10,9% y Puno el 13,8%, no encontrandose diferencias
significativas (p>0,05) entre ellas, aunque es resaltante el porcentaje para la
subpoblacion de Huarochiri-Lima, que muestra un valor muy bajo en
comparacion con las demas. Un estudio realizado por Sandoval y col. @Y,
menciona que las poblaciones de Puno tienen mayor componente nativo
americano, y algunas poblaciones costefias, como la de Lima, muestran mayor
proporcién de ascendencia europea. Sin embargo, en nuestros resultados, la
mayor frecuencia del alelo*4, con gran porcentaje en poblaciones caucasicas, se
presenta en la subpoblacién de Puno, respecto a las otras subpoblaciones
estudiada. Un factor que puede influir en estos resultados es el tamafio de la
muestra en estas subpoblaciones y diferencia del mestizaje de las dos
poblaciones ().

Al realizar el andlisis comparativo de las frecuencias genotipicas de la poblacién
peruana del presente estudio con respecto a las poblaciones mundiales
seleccionadas, se evidencia diferencias significativas con las poblaciones de

africanos y europeos (p<0,05) para el genotipo heterocigoto. Respecto a las
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demas poblaciones (Asidticos del Sur y americanos), no se evidencian
diferencias significativas (p>0,05). La frecuencia del genotipo homocigoto
mutante(A/A) para todas las poblaciones representan <5% (Tabla 19). En
comparacion con otras poblaciones americanas, la frecuencia del genotipo
heterocigoto es  estadisticamente  similar entre las poblaciones
americanas(p>0,05), oscilando entre el 10,6% al 25%. Ademas, las frecuencias
del homocigoto mutante no exhiben diferencias significativas entre ellas. La
poblacién peruana del presente estudio y la poblacién de Lima del proyecto 1000
genomas presentan 1,2% para este genotipo, la poblacién colombiana un 4,3 %
y la poblacién de Puerto Rico un 4,8%. Caso contrario con la poblacion de
ancestros mexicanos en California, EE. UU. en el que ningun individuo presenta
este genotipo. Este dltimo dato es muy similar con lo obtenido en las
subpoblaciones de Huarochiri-Lima y Calca-Cusco (Tabla 18).

En base a las frecuencias genotipicas registradas para el SNP rs3892097, se
puedo extrapolar el fenotipo en las poblaciones mundiales incluidas para esta
variante (Tabla 21). Los fenotipos extrapolados de los genotipos de la poblacion
peruana de estudio no muestran diferencias significativas con las poblaciones
incluidas en la Tabla 21, a excepcidn de la poblacién de europeos y colombianos
(p<0,05).

Ademas, al comparar los valores de la poblacién peruana en estudio y la
poblacién peruana incluida en el proyecto 1000 genomas, se observa que
presentan la misma tendencia. El genotipo metabolizador lento se observa con
mayor frecuencia en puertorriquenos (4,8%) y la poblacién de europea (4,6%) y
no se evidencia en las subpoblaciones de Huarochiri-Lima, Calca-Cusco,
asiaticos del este y ancestros mexicanos en Los Angeles, California(Tabla 21).

En relaciéon con las frecuencias alélicas, se observa que el alelo mutante
representa un 9,3% de la poblacion peruana de estudio, la cual es similar a la
encontrada en la poblacién de asiaticos del sur (10,9%) y de americanos (13%),
y con diferencias significativas (p<0,05) con las poblaciones africanas, asiaticas
del este y europeas. La poblacion europea presenta el mayor porcentaje (18,6%)
para este alelo mutante (Tabla 22).
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En poblaciones americanas, la poblacion peruana en estudio presenté
diferencias significativas (p<0,05) con las poblaciones colombianas de Medellin
(16,5%) y puertorriqueiios (646) Entre la poblacién peruana de estudio y la
poblacién de Lima del proyecto 1000 genomas, no existe diferencia significativa
y la frecuencia de este alelo mutante A varia entre el 6,5% al 9,3%, (siendo las
frecuencias mas bajas en poblaciones americanas incluidas en el proyecto 1000
genomas) (Tabla 23).

La distribucion del CYP2D6*4 en la poblacion peruana en estudio fue comparada
con otras poblaciones del mundo, mostrando diferencias significativas con 18 de
49 poblaciones del mundo. Poblaciones continentales de africanos, asiaticos del
este y europeos (reportadas en el proyecto 1000 genomas) reportaron 5,4%,
0,2% y 18,6% para este alelo, respectivamente; mostrando diferencias
significativas con nuestra poblacion total en estudio (p<0,05). Varios estudios
demuestran que la frecuencia del alelo en las poblaciones africanas y asiaticas
muestra valores minimos para este alelo, siendo el alelo no funcional *10 el mas
frecuente en poblaciones asiaticas ©% y el alelo con funcién reducida *17 en
poblaciones africanas 3. Lo contrario ocurre en las poblaciones caucasicas,
donde es comun que la frecuencia para el alelo sea aprox. 20% (©3).

Respecto a las algunas poblaciones de Latinoamérica, se evidencia que 9
poblaciones (Colombia ©2), Puerto Rico ©2), argentinos mestizos %, argentinos
judios @9, colombianos mestizos (.19 Panaméa-Colombia-Ngawbe?),
venezolanos mestizos('9 y poblacion de seris/México®”) presentan frecuencias
mayores del alelo*4 y diferencias significativas en comparacion con la poblacion
peruana en estudio (Tabla 24). La poblacién judia en Argentina % es el resultado
de una ola de inmigracion desde Europa, por ello, uno de los alelos mas
frecuentes es el alelo *4(17,8%). En la poblacién colombiana mestiza, no
perteneciente a ningun grupo étnico definido ('), el alelo no funcional méas
frecuente fue el *4 (17,7%) y en otro estudio de 121 colombianos mestizos la
frecuencia fue de 19,4% (9. Un estudio realizado en 100 voluntarios mestizos
de Venezuela 9, la frecuencia es de 16,5% que difiere de venezolanos de
ascendencia nativa (12,3%) 29,
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La poblacion peruana en estudio muestra frecuencias similares a las
subpoblaciones de Lima ciudad, Calca-Cusco, y a las reportadas en poblaciones
mestizas de Brasil (9,4%) @', mestizas de Costa Rica (10,4%) @3, de
ascendencia blanca en Ecuador (10,6%) ('”) y mestizas de Nueva Le6n-México
(6). Todas estas poblaciones tienen en comdn un componente de mestizaje entre
los individuos incluidos en estos estudios. En consecuencia, no podemos definir
a la poblacion mestiza como una poblacién Unica, ni homogénea, sino que debe
ser interpretada como una poblacién variable, heterogénea, y con caracteristicas
genéticas particulares.

Caso contrario con las poblaciones indigenas de México (Purépechas (4,
Tepehuanos (18 27.78) Tojolabales (') y Tzotziles ('¥) y chilenos mapuches (79,
donde se evidencias que las frecuencias para el alelo *4 en estas poblaciones
es minima, por debajo del 3%, y mostrando diferencias significativas con la
poblacién en estudio. Ademas, de las poblaciones incluidas en la Tabla 24,
presentan bajas frecuencias para el alelo *4 los peruanos de Huarochiri-Lima
(2,5%), asiaticos del este (0,2%) ), mapuches de Chile (3,6%) 9, individuos
de ascendencia afrocaribefia de Costa Rica (4,1%) %), indigenas de Purépechas
(19 Tepehuanos (18:27.78) Tojolabales (4 y Tzotziles (¥ de México (2,9%, 0,3%,

1,2% y 2,7% respectivamente).

Como se describié y se evidencia en los resultados, se revela un panorama de
heterogeneidad de la mutacion del gen CYP2D6 entre las poblaciones, evento
que debe ser considerado en la salud publica, tomando en cuenta que el
genotipo metabolizador lento, representado por el alelo no funcional *4, influye
en la respuesta a farmacos. La diferencia en la distribucién del alelo *4 del
CYP2D6 entre las poblaciones puede ser explicada por las particularidades
evolutivas, que en la actualidad se pone de manifiesto por la variabilidad en el
metabolismo y efecto biolégico de un gran nimero de medicamentos.

El amplio espectro de variaciones del gen CYP2D6 también permite la
oportunidad de desarrollar estudios de poblacién, que pueden ser Utiles para
predecir resultados farmacol6gicos en una comunidad definida. Mestizos y

nativos americanos que comparten el mismo nicho geogréafico constituyen
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algunas comunidades latinoamericanas particulares. Ofrecen una oportunidad
Unica para estudiar los efectos continuados de la ascendencia en los grupos de
genes en un area circunscrita, para delinear el impacto de la entrada de alelos,
y en el caso de esta enzima particular, para predecir las diferencias

farmacogenéticas entre sus residentes.

Por lo tanto, la determinacién del alelo *4, y otros marcadores que deben ser
analizados, facilitara su uso en la practica clinica asistiendo al desarrollo de una
farmacoterapia individualizada. Se ha demostrado que la medicina
personalizada, basada en pruebas farmacogenéticas/farmacogenémicas y el
soporte guiado por el genotipo, mejora la eficacia del farmaco, disminuye el
riesgo de efectos adversos, los costos médicos y reduce la polifarmacia. La
evaluacién combinatoria de los riesgos de interaccion multigen y polifarmacia
proporciona una imagen mas completa de la verdadera carga de riesgo de la
medicaciéon del paciente. Un enfoque basado en paneles que refleje las
interacciones farmaco-gen y farmaco-farmaco, mejora la sensibilidad para
detectar farmacos de alto riesgo, identificar dosis mas seguras, alternativas mas

eficaces y, en Ultima instancia, mejorar los costos de la atencion médica 9.
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7. CONCLUSIONES

Las frecuencias genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097) en la
poblacién peruana total del estudio fueron 82,5 % para el genotipo G/G,
16,3 % para el genotipo G/A 'y 1,2 % para el genotipo A/A. Respecto a las
subpoblaciones, la de Lima ciudad presentd 83 % para el genotipo G/G,
16 % para el genotipo G/A y 1 % para el genotipo A/A; la de Huarochiri-
Lima 95 % para el genotipo G/G y 5 % para el genotipo G/A; la de Calca-
Cusco 78,3% para el genotipo G/G y 21,7 % para el genotipo G/A; y
finalmente la de Puno 75,9 % para el genotipo G/G, 20,7% para el
genotipo G/A 'y 3,4 % para el genotipo A/A.

El 1,2 % de la poblacién peruana total en estudio predice un metabolismo
lento segun el genotipo, siendo un 1% y 3,4% para las subpoblaciones de
Lima ciudad y Puno, respectivamente. Ningun individuo de las
subpoblaciones de Huarochiri-Lima y Calca-Cusco predicen un
metabolismo lento en base al genotipo.

La poblacién peruana en estudio presenté un 9,3% para el CYP2D6*4.
Entre las subpoblaciones incluidas, las subpoblaciones de Lima ciudad y
Huarochiri-Lima, que comparten un area geografica, presenté 9%y 2,5%,
respetivamente. La subpoblacién de Calca-Cusco un 10,9% y la de Puno
un 13,8% para este alelo.

La poblacién peruana en estudio muestra frecuencias similares a las
poblaciones mestizas de Brasil, Costa Rica, Ecuador y mestizas de Nueva
Leon-México. De 9 poblaciones, en su mayoria mestizas, de Colombia,
Puerto Rico, argentinos mestizos/ judios y Venezuela, presentan
frecuencias mayores del alelo*4 vy diferencias significativas en

comparacién con la poblacién peruana en estudio.
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1.

8. RECOMENDACIONES

Ampliar los estudios del CYP2C6*4 y complementarlo con pruebas
fenotipicas, como la incubacién de los microsomas hepaticos con
sustratos especificos de CYP, y otros factores que determinen predecir el

metabolismo lento en subpoblaciones peruanas.

Debido a que la metabolizacion de farmacos no solo esta definida por la
variante alélica estudiada, es necesario investigar otros SNPs causantes
del metabolismo lento, intermedio, extensivo y ultrarrapido en la poblacién
de Peru.

Se recomienda ampliar el nUmero en la muestra de individuos de las
subpoblaciones en estudio, asi como de analizar otras poblaciones

peruanas nativas conformadas por etnias amazédnicas.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo. Secuencia nucleotidica del gen CYP2D6

Description: Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2625.

Location: Chromosome 22: 42,126,499-42,130,906 reverse strand.
GRCh38:CM000684.2

Comments: *The letter highlighted in red represents the exonic region.
The nucleobase in green colour is the position of rs3892097,
where happens the SNP G>A.

The region highlighted in light blue represents the Primer F
sequence.
The regidn highlighted in yellow represents the Primer R
sequence.

ATGTGTGAATATTGTCTTTGTGTGGGTGATTTTCTGCGTGTGTAATCGTGTCCCTGCAAG
TGTGAACAAGTGGACAAGTGTCTGGGAGTGGACAAGAGATCTGTGCACCATCAGGTGTGT
GCATAGCGTCTGTGCATGTCAAGAGTGCAAGGTGAAGTGAAGGGACCAGGCCCATGATGC
CACTCATCATCAGGAGCTCTAAGGCCCCAGGTAAGTGCCAGTGACAGATAAGGGTGCTGA
AGGTCACTCTGGAGTGGGCAGGTGGGGGTAGGGAAAGGGCAAGGCCATGTTCTGGAGGAG
GGGTTGTGACTACATTAGGGTGTATGAGCCTAGCTGGGAGGTGGATGGCCGGGTCCACTG
AAACCCTGGTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCAGGAGCTTGGAGTGGGGAGAGGGGG
TGACTTCTCCGACCAGGCCCCTCCACCGGCCTACCCTGGGTAAGGGCCTGGAGCAGGAAG
CAGGGGCAAGAACCTCTGGAGCAGCCCATACCCGCCCTGGCCTGACTCTGCCACTGGCAG
CACAGTCAACACAGCAGGTTCACTCACAGCAGAGGGCAAAGGCCATCATCAGCTCCCTTT
ATAAGGGAAGGGTCACGCGCTCGGTGTGCTGAGAGTGTCCTGCCTGGTCCTCTGTGCCTG
GTGGGGTGGGGGTGCCAGGTGTGTCCAGAGGAGCCCATTTGGTAGTGAGGCAGGTATGGG
GCTAGAAGCACTGGTGCCCCTGGCCGTGATAGTGGCCATCTTCCTGCTCCTGGTGGACCT

GATGCACCGGCGCCAACGCTGGGCTGCACGCTACCCACCAGGCCCCCTGCCACTGCCCGG
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GCTGGGCAACCTGCTGCATGTGGACTTCCAGAACACACCATACTGCTTCGACCAGGTGAG
GGAGGAGGTCCTGGAGGGCGGCAGAGGTGCTGAGGCTCCCCTACCAGAAGCAAACATGGA
TGGTGGGTGAAACCACAGGCTGGACCAGAAGCCAGGCTGAGAAGGGGAAGCAGGTTTGGG
GGACGTCCTGGAGAAGGGCATTTATACATGGCATGAAGGACTGGATTTTCCAAAGGCCAA
GGAAGAGTAGGGCAAGGGCCTGGAGGTGGAGCTGGACTTGGCAGTGGGCATGCAAGCCCA
TTGGGCAACATATGTTATGGAGTACAAAGTCCCTTCTGCTGACACCAGAAGGAAAGGCCT
TGGGAATGGAAGATGAGTTAGTCCTGAGTGCCGTTTAAATCACGAAATCGAGGATGAAGG
GGGTGCAGTGACCCGGTTCAAACCTTTTGCACTGTGGGTCCTCGGGCCTCACTGCTCACC
GGCATGGACCATCATCTGGGAATGGGATGCTAACTGGGGCCTCTCGGCAATTTTGGTGAC
TCTTGCAAGGTCATACCTGGGTGACGCATCCAAACTGAGTTCCTCCATCACAGAAGGTGT
GACCCCCACCCCCGCCCCACGATCAGGAGGCTGGGTCTCCTCCTTCCACCTGCTCACTCC
TGGTAGCCCCGGGGGTCGTCCAAGGTTCAAATAGGACTAGGACCTGTAGTCTGGGGTGAT
CCTGGCTTGACAAGAGGCCCTGACCCTCCCTCTGCAGTTGCGGCGCCGCTTCGGGGACGT
GTTCAGCCTGCAGCTGGCCTGGACGCCGGTGGTCGTGCTCAATGGGCTGGCGGCCGTGCG
CGAGGCGCTGGTGACCCACGGCGAGGACACCGCCGACCGCCCGCCTGTGCCCATCACCCA
GATCCTGGGTTTCGGGCCGCGTTCCCAAGGCAAGCAGCGGTGGGGACAGAGACAGATTTC
CGTGGGACCCGGGTGGGTGATGACCGTAGTCCGAGCTGGGCAGAGAGGGCGCGGGGTCGT
GGACATGAAACAGGCCAGCGAGTGGGGACAGCGGGCCAAGAAACCACCTGCACTAGGGAG
GTGTGAGCATGGGGACGAGGGCGGGGCTTGTGACGAGTGGGCGGGGCCACTGCCGAGACC
TGGCAGGAGCCCAATGGGTGAGGCTGGCGCATTTCCCAGCTGGAATCCGGTGTCGAAGTG
GGGGGCGGGGACCGCACCTGTGCTGTAAGCTCAGTGTGGGTGGCGCGGGGCCCGCGGGGT
CTTCCCTGAGTGCAAAGGCGGTCAGGGTGGGCAGAGACGAGGTGGGGCAAAGCCCTGCCC
CAGCCAAGGGAGCAAGGTGGATGCACAAAGAGTGGGCCCTGTGACCAGCTGGACAGAGCC
AGGGACTGCGGGAGACCAGGGGGAGCATAGGGTTGGAGTGGGTGGTGGATGGTGGGGCTA
ATGCCTTCATGGCCACGCGCACGTGCCCGTCCCACCCCCAGGGGTGTTCCTGGCGCGCTA
TGGGCCCGCGTGGCGCGAGCAGAGGCGCTTCTCCGTGTCCACCTTGCGCAACTTGGGCCT
GGGCAAGAAGTCGCTGGAGCAGTGGGTGACCGAGGAGGCCGCCTGCCTTTGTGCC GCCTT

CGCCAACCACTCCGGTGGGTGATGGGCAGAAGGGCACAAAGCGGGAACTGGGAAGGCGGG

GGACGGGGAAGGCGACCCCTTACCCGCATCTCCCACCCCCAGGACGCCCCTTTCGCCCCA
ACGGTCTCTTGGACAAAGCCGTGAGCAACGTGATCGCCTCCCTCACCTGCGGGCGCCGCT

TCGAGTACGACGACCCTCGCTTCCTCAGGCTGCTGGACCTAGCTCAGGAGGGACTGAAGG
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AGGAGTCGGGCTTTCTGCGCGAGGTGCGGAGCGAGAGACCGAGGAGTCTCTGCAGGGCGA

GCTCCCGAGAGGTGCCGGGGCTGGACTGGGGCCTCGGAAGAGCAGGATTTGCATAGATGG

GTTTGGGAAAGGACATTCCAGGAGACCCCACTGTAAGAAGGGCCTGGAGGAGGAGGGGAC

ATCTCAGACATGGTCGTGGGAGAGGTGTGCCCGGGTCAGGGGGCACCAGGAGAGGCCAAG

GACTCTGTACCTCCTATCCACGTCAGAGATTTCGATTTTAGGTTTCTCCTCTGGGCAAGG

AGAGAGGGTGGAGGCTGGCACTTGGGGAGGGACTTGGTGAGGTCAGTGGTAAGGACAGGC

AGGCCCTGGGTCTACCTGGAGATGGCTGGGGCCTGAGACTTGTCCAGGTGAACGCAGAGC

ACAGGAGGGATTGAGACCCCGTTCTGTCTGGTGTAGGTGCTGAATGCTGTCCCCGTCCTC

CTGCATATCCCAGCGCTGGCTGGCAAGGTCCTACGCTTCCAAAAGGCTTTCCTGACCCAG

CTGGATGAGCTGCTAACTGAGCACAGGATGACCTGGGACCCAGCCCAGCCCCCCCGAGAC

CTGACTGAGGCCTTCCTGGCAGAGATGGAGAAGGTGAGAGTGGCTGCCACGGTGGGGGGC

AAGGGTGGTGGGTTGAGCGTCCCAGGAGGAATGAGGGGAGGCTGGGCAAAAGGTTGGACC

AGTGCATCACCCGGCGAGCCGCATCTGGGCTGACAGGTGCAGAATTGGAGGTCATTTGGG

GGCTACCCCGTTCTGTCCCGAGTATGCTCTCGGCCCTGCTCAGGCCAAGGGGAACCCTGA

GAGCAGCTTCAATGATGAGAACCTGCGCATAGTGGTGGCTGACCTGTTCTCTGCCGGGAT

GGTGACCACCTCGACCACGCTGGCCTGGGGCCTCCTGCTCATGATCCTACATCCGGATGT

GCAGCGTGAGCCCATCTGGGAAACAGTGCAGGGGCCGAGGGAGGAAGGGTACAGGCGGGG

GCCCATGAACTTTGCTGGGACACCCGGGGCTCCAAGCACAGGCTTGACCAGGATCCTGTA

AGCCTGACCTCCTCCAACATAGGAGGCAAGAAGGAGTGTCAGGGCCGGACCCCCTGGGTG

CTGACCCATTGTGGGGACGCATGTCTGTCCAGGCCGTGTCCAACAGGAGATCGACGACGT

GATAGGGCAGGTGCGGCGACCAGAGATGGGTGACCAGGCTCACATGCCCTACACCACTGC

CGTGATTCATGAGGTGCAGCGCTTTGGGGACATCGTCCCCCTGGGTGTGACCCATATGAC

ATCCCGTGACATCGAAGTACAGGGCTTCCGCATCCCTAAGGTAGGCCTGGCGCCCTCCTC

ACCCCAGCTCAGCACCAGCACCTGGTGATAGCCCCAGCATGGCTACTGCCAGGTGGGCCC

ACTCTAGGAACCCTGGCCACCTAGTCCTCAATGCCACCACACTGACTGTCCCCACTTGGG

TGGGGGGTCCAGAGTATAGGCAGGGCTGGCCTGTCCATCCAGAGCCCCCGTCTAGTGGGG

AGACAAACCAGGACCTGCCAGAATGTTGGAGGACCCAACGCCTGCAGGGAGAGGGGGCAG

TGTGGGTGCCTCTGAGAGGTGTGACTGCGCCCTGCTGTGGGGTCGGAGAGGGTACTGTGG

AGCTTCTCGGGCGCAGGACTAGTTGACAGAGTCCAGCTGTGTGCCAGGCAGTGTGTGTCC

CCCGTGTGTTTGGTGGCAGGGGTCCCAGCATCCTAGAGTCCAGTCCCCACTCTCACCCTG

CATCTCCTGCCCAGGGAACGACACTCATCACCAACCTGTCATCGGTGCTGAAGGATGAGG
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CCGTCTGGGAGAAGCCCTTCCGCTTCCACCCCGAACACTTCCTGGATGCCCAGGGCCACT

TTGTGAAGCCGGAGGCCTTCCTGCCTTTCTCAGCAGGTGCCTGTGGGGAGCCCGGCTCCC

TGTCCCCTTCCGTGGAGTCTTGCAGGGGTATCACCCAGGAGCCAGGCTCACTGACGCCCC

TCCCCTCCCCACAGGCCGCCGTGCATGCCTCGGGGAGCCCCTGGCCCGCATGGAGCTCTT

CCTCTTCTTCACCTCCCTGCTGCAGCACTTCAGCTTCTCGGTGCCCACTGGACAGCCCCG

GCCCAGCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGAGCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGC

TGTGCCCCGCTAGAATGGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAAT

GTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTCCCCTGCTCACGCCCTCGTTGGGAT

CATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTGGCCGC

ATTTGAGACAGGGGTACGTTGAGGCTGAGCAGATGTCAGTTACCCTTGCCCATAATCCCA

TGTCCCCCACTGACCCAACTCTGACTGCCCAGATTGGTGACAAGGACTACATTGTCCTGG

CATGTGGGGAAGGGGCCAGAATGGGCTGACTAGAGGTGTCAGTCAGCCCTGGATGTGGTG

GAGAGGGCAGGACTCAGCCTGGAGGCCCATATTTCAGGCCTAACTCAGCCCACCCCACAT

CAGGGACAGCAGTCCTGCCAGCACCATCACAACAGTCACCTCCCTTCATATATGACACCC

CAAAACGGAAGACAAATCATGGCGTCAGGGAGCTATATGCCAGGGCTACCTACCTCCCAG

GGCTCAGTCGGCAGGTGCCAGAACGTTCCCTGGGAAGGCCCCATGGAAGCCCAGGACTGA

GCCACCACCCTCAGCCTCGTCACCTCACCACAGGACTGGCTACCTCTCTGGGCCCTCAGG

GATGCTGCTGTACAGACCCCTGACCAGT
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10.2

Anexo. Materiales, reactivos y otros

. MATERIALES

Probetas Pyrex

Matraces Pyrex

Beakers Pyrex

Fiolas Pyrex

Micropipetas de 5uL, 10uL, 100uL y 1000uL de capacidad.
Tubos Eppendorf

Tips

Guantes de nitrilo

REACTIVOS:

Buffer tris borato EDTA (TBX) (Thermo Scientific)
Flourescent dye reagent (GeneOn)
Geles de agarosa (Promega)
Marcadores de peso molecular (KAPA™ Universal Ladder y Gene Ruler-
Fermentas).
Agua grado biologia molecular (Thermo Scientific).
Deoxinucleétidos (Thermo Scientific): dJATP, dCTP, dGTP, dTTP
Primers:

o Primer F: 5-GCC TTC GCC AAC CAC TCC G-3

o Primer R: 5-AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC-3’
Enzima Taq polimerasa + Buffer KCl 10X + MgCI2 25mM (Thermo
scientific)

Enzima de restriccién Mval(BstNI) + Buffer R (Thermo Scientific)
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. EQUIPOS

TERMOCICLADOR: Benchmark (TC9639 Thermal cycler) y Biometra
tone

INCUBADORA: Modelo Biobase, marca Biobase, rango de trabajo: 20 —
100°C

MICROCENTRIFUGA: Modelo C883E, marca PoerSpin TM BX, rango de
trabajo: hasta 10000 rpm.

CAMARAS ELECTROFORETICAS HORIZONTAL: Modelo MSMINIDUO,
marca Cleaver scientific.

FUENTE DE PODER: Modelo MP-2000P, marca Cleaver scientific, con
un rango de trabajo hasta 2000 v.

BALANZA ANLITICA: Modelo ABT220- 4M, marca KERN, sensibilidad:
e=1ug y d= 0.1mg, rango de trabajo 10ug-220g.

TRANSILUMINADOR
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10.3 Anexo. Resultados

Figura 5. Visualizacién de los amplificados (carril 1 al 5) en gel de agarosa al
1,5%. M es el marcador de peso molecular

Figura 6. Visualizacion de los genotipos del polimorfismo rs3892097(1846G>A)
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%, Carril 1,2,3 y 4: sujetos con el
genotipo heterocigoto wt/*4
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10.4 Anexo. Frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones reportadas en
el proyecto 1000 genomas

Tabla 25. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones

mundiales
Frecuencia alélica Frecuencia genotipica

G (%) A (%) G/G (%) G/A (%) A/A (%)
Poblacién mundial 4542 (90,7) 466 (9,3) 2091 (83,5) 360 (14,4) 53 (2,1)
- Africanos 1242 (93,9) 80 (6,1) 589 (89,1) 64 (9,7) 8(1,2)

- Asiaticos del Este 1006 (99,8) 2(0,2) 502 (99,6) 2 (0,4) 0 (0)
- Europeos 819 (81,4) 187 (18,6) 339 (67,4) 141 (28) 23 (4,6)
- Asiaticos del Sur 871 (89,1) 107 (10,9) 394 (80,6) 83 (17) 12 (2,5)
- Americanos 604 (87) 90 (13) 267 (76,9) 70 (20,2) 10 (2,9)
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Tabla 26. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones del
continente americano

Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
G (%) A (%) G/G (%) G/A (%) A/A (%)
Americanos
604 (87) 90 (13) 267 (76,9) 70 (20,2) 10 (2,9)
- Colombianos en Medellin,
Colombia 157 (83,5) 31 (16,5) 67 (71,3) 23 (24,5) 4 (4,3)
- Ancestros mexicanos en Los
Angeles, California
112 (87,5) 16 (12,5) 48 (75) 16 (25) 0 (0)
- Peruanos en Lima, Peru
159 (93,5) 11 (6,5) 75 (88,2) 9 (10,6) 1(1,2)
- Puertorriqueiios en Puerto
Rico 176 (84,6) 32 (15,4) 77 (74) 22 (21,2) 5 (4,8)
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Tabla 27. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones del
continente asiatico (Asia del Este).

Frecuencia alélica

Frecuencia genotipica

G (%) A (%) G/G (%) G/A (%) A/A (%)
Asiaticos del Este 1006 (99,8) 2(0,2) 502 (99,6) 0.004 (2) 0 (0)
- Chinos Dai en
Xishuangbanna, China 186 (100) 0 (0) 93 (100) 0 (0) 0 (0)
- Chinos Han en Beijing,
China 205 (99,5) 1(0,5) 102 (99) 1(1) 0 (0)
- Chinos Han del Sur, China 210 (100) 0 (0) 105 (100) 0 (0) 0 (O)
- Japoneses en Tokyo,
China 208 (100) 0 (0) 104 (100) 0 (0) 0 (0)
- Kinh en la ciudad de Ho
Chin Minh, Vietnam 197 (99,5) 1(0,5) 98 (99) 1(1) 0 (0)
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Tabla 28. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones del

continente europeo

Frecuencia alélica

Frecuencia genotipica

G (%) A (%) G/G (%) G/A (%) A/A (%)
Europeos 819 (81,4) 187 (18,6) 339 (67,4) 141 (28) 23 (4,6)
- Residentes de Utah con
ascendencia europea del norte
y oeste 153 (77,3) 45 (22,7) 59 (59,6) 35 (35,4) 0.051 (5)
- Finlandés en Finlandia 171 (86,4) 27 (13,6) 74 (74,7) 23 (23,2) 2 (2)
- Britanicos en Inglaterra vy
Escocia 138 (75,8) 44 (24,2) 55 (60,4) 28 (30,8) 8 (8,8)
- Poblaciones ibéricas en
Espaiia 183 (85,5) 31 (14,5) 79 (73,8) 25 (23,4) 3(2,8)
- Toscani en Halla 174 (81,3) 40 (18,7) 72 (67,3) 30 (28) 5 (4,7)
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Tabla 29. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones del
continente asiatico (Asia del Sur)

Frecuencia alélica

Frecuencia genotipica

G (%) A (%) G/G (%) G/A (%) A/A (%)
Asiaticos del Sur 871 (89,1) 107 (10,9) 394 (80,6) 83 (17) 12 (2,5)
- Bengali en Bangladesh 151 (87,8) 21 (12,2) 68 (79,1) 15 (17,4) 3 (3,5)
- Indio Gujarati en Houston, TX
180 (87,4) 26 (12,6) 79 (76,7) 22 (21,4) 2 (1,9)
- Indio Telugo en el Reino
Unido 181 (88,7) 23 (11,3) 82 (80,4) 17 (16,7) 3(2,9)
- Punjabi en Lahore, Pakistan
177 (92,2) 15 (7,8) 82 (85,4) 13 (13,5) 1(1)
- Sri Lanka Tamil en el Reino
Unido 182 (89,2) 22 (10,8) 83 (81,4) 16 (15,7) 3(2,9)
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Tabla 30. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6*4 (SNP rs3892097, 1846 G>A) en poblaciones del
continente africano

Frecuencia alélica

Frecuencia genotipica

G (%) A (%) G/G (%) G/A (%) A/A (%)
Africana 1242 (93,9) 80 (6,1) 589 (89,1) 64 (9,7) 8(1,2)
- Afrocaribenos en Barbados
175 (91,1) 17 (8,9) 81 (84,4) 13 (13,5) 2 (2,1)
- Ascendencia africana en el
suroeste de Estados Unidos 107 (87,7) 15 (12,3) 48 (78,7) 11 (18) 2(3,3)
- Esan en Nigeria 183 (92,4) 15 (7,6) 85 (85,9) 13 (13,1) 1(1)
- Gambianos en la division
occidental, Gambia 217 (96) 9 (4) 105 (92,9) 7 (6,2) 1(0,9)
- Luhyaen Webuye, Kenya 193 (97,5) 5 (2,5) 94 (94,9) 5(5,1) 0 (0)
- Mende en Sierra Leona 163 (95,9) 7 (4,) 80 (94,1) 3(3,5) 2 (2,4)
- Yoruba en Ibadan, Nigeria 204 (94,4) 12 (5,6) 96 (88,9) 12 (11,1) 0(0)
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