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1. RESUMEN

La poblacién amerindia maya es una de las mas representativas de México, por lo que
es importante estudiar en ella los diversos marcadores moleculares ya que la composicion

genética del mexicano posee un 50-60% de componente amerindio (Collins, 2004)

El cuerpo humano estd expuesto a una gran cantidad de xenobioticos a lo largo de
nuestra vida, por lo que ha desarrollado mecanismos enzimaticos para su adecuada

eliminacidn, los cuales presentan variaciones interétnicas e interindividuales (Liska, 1998).

Dentro de la familia del citocromo P450 (CYP450), esta el gen CYP2D6, ubicado en el
locus 22g13.1 y que codifica para la enzima debrisoquina/esparteina 4-hidroxilasa (Kimura,
1989). Actualmente se han descrito mas de 70 polimorfismos para este gen, entre los que estan
CYP2D6*3, CYP2D6*4, y CYP2D6*5, que originan el fenotipo metabolizador pobre (PM)
(Colombres, 2008), y CYP2D6*10 que origina el fenotipo metabolizador intermedio (IM)
(Abraham, 2001). Ambos fenotipos estan asociados con una posible elevacion plasmética de
los farmacos, incrementando el riesgo de efectos adversos (Ingelman, 2005).

El objetivo del presente trabajo fue determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de
CYP2D6*3, *4, *5 y *10, asi como la frecuencia de posibles PMs, en 124 individuos de una
poblaciéon maya, y comparar las frecuencias obtenidas con lo reportado para otras poblaciones.
La genotipificacion de CYP2D6*3, *4 y *10 se realiz6 mediante PCR-RFLP, mientras que para

CYP2D6*5 se utiliz6 la técnica de PCR—alelo especifico.

Se encontraron frecuencias de 4.0%, 11.3%, 2.4% y 9.7% para CYP2D6*3, *4, *5 y *10,
respectivamente. La frecuencia de PMs fue de cero, pero se encontraron dos genotipos que
pueden dar lugar a un fenotipo IM, 3/.;0 y “/40, cuya frecuencia fue de 7%. Se encontré una
diferencia significativa en la frecuencia de CYP2D6*3 (4.0%) en los mayas estudiados con

respecto a poblacién mestizo mexicana (1.4%).

La poblacion maya estudiada presentd un elevado niumero de heterocigotos compuestos
®luoy “l0. Las frecuencias de CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 y CYP2D6*10 son diferentes
en la poblacién de estudio con respecto a lo reportado en otras poblaciones mexicanas y a nivel

mundial.
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2. GENERALIDADES

2.1. Antecedentes

La composicion génica de la poblacibn mexicana es bastante heterogénea, estando
constituida en poco mas del 56% por genes de origen amerindio, un 40% de genes de
poblacion caucéasica y el resto (4%) son genes de poblacidon negra (Orozco, 2001; Vargas,
2002). Debido a su gran aporte genético, es necesario realizar estudios sobre los diversos
marcadores moleculares en poblacion amerindia, para poder estimar la contribucion génica de

estos grupos étnicos en la poblacién mestizo mexicana (Tian, 2007).

Actualmente en México, los pueblos indigenas se han reducido aproximadamente al 6%
del total de la poblacién. A pesar de dicha reduccién, hay muchas regiones en donde adn se les
encuentra, por ejemplo, Morelos, Puebla, Hidalgo, Guerrero, Oaxaca, Veracruz y Chiapas,
entre otros (Vargas, 2007). Dichos grupos étnicos fueron reducidos por el ataque de los
espafioles y las enfermedades que éstos trajeron a México, ademas del ataque de otras étnias
como los aztecas y totonacas (Gémez, 2003).

De acuerdo con el INEGI, en 2005 habitaban en México 6 millones de personas de
étnias (6.6%), considerando de 5 afios de edad en adelante, que hablan alguna lengua
indigena, de un total de 90,266,425 habitantes del pais. De estos 6 millones, 759,000
individuos (0.8% de la poblacion total) hablan lengua maya (INEGI, 2008). Se cree que los
mayas aportaron una gran parte del componente genético amerindio, con respecto al resto de

las poblaciones amerindias de México (Tian, 2007).

Entre los pueblos indigenas se encuentra la poblacion maya, cuya civilizacion florecio
entre los afios 1500 A.C. y 1400 D.C. El gran imperio maya ocupaba lo que ahora es la
peninsula sureste de México (Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Ro00),
Guatemala, Belice, Honduras y El Salvador (Figura 1) cuando llegaron los invasores espafioles
en 1523 y en donde, actualmente, aln se encuentran poblaciones que hablan lengua maya
(Robin, 2001; GOmez, 2003). Posterior a la conquista, la civilizacion maya se diversificé y
mezclé con varias poblaciones (Tian, 2007), por lo cual la poblacién maya actual seguramente

ya tiene mestizaje.
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Los mayas como grupo han mostrado a lo largo del tiempo una extraordinaria cohesion
cultural a pesar de la ecologia tan diversa y extensa de su territorio, de la gran cantidad de
lenguajes y la presencia de grupos hostiles que en el pasado incluyeron a los aztecas del norte,
grupos menos sofisticados hacia el sur y, mas recientemente, los espafioles (Herrera, 2007). La
gran heterogeneidad geografica de su territorio incluyendo desiertos, bosques tropicales y
tierras nevadas pudieron fungir como barreras que limitaban la interaccién con esta region,
aungue también existian comunidades mayas que habitaban en las costas del Golfo de México,
siendo mas vulnerables al atague de otros grupos, principalmente los totonacas y aztecas
(Vargas, 2006). La integridad de los mayas como grupo es evidente hoy en dia por la gran
correlacion entre la familia de lenguajes y su cultura, situacion que sera sometida a verificacion
(Herrera, 2007).

Se ha observado relacion entre los amerindios mayas y poblaciones caucasicas,
orientales, africanas y, en mayor relacion, con poblacién mesoamericana y sudamericana, que

puede ser resultado de la mezcla de los mayas con poblaciones europeas (L6pez, 2004).

Figura 1. Territorio que ocupaba la civilizacion maya antes de la llegada de los espafioles.
(Tomada y modificada de Gomez, 2003)
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2.2. Metabolismo de xenobidéticos

A lo largo de la evolucion, el cuerpo humano ha estado expuesto de forma continua e
inevitable a sustancias quimicas extrafias que estan presentes en su entorno y que son
susceptibles de acceder a su interior; para protegerse del libre acceso de estos compuestos, el
cuerpo humano interpone una serie de barreras fisicas, quimicas y bioldgicas. Sin embargo, un
namero indeterminado de éstos compuestos es capaz de superar dichos mecanismos de
defensa y penetrar en el organismo produciendo efectos de diversa indole (Lewis, 2004). Una
capacidad singular que el ser humano ha adquirido en el transcurso de la evolucién, es la de
metabolizar estos compuestos extrafios, sin relevancia para su metabolismo energético, y

facilitar su eliminacion del organismo (Donato, 2003).

Estos compuestos, denominados xenobibticos, se encuentran presentes en los
alimentos y en el ambiente, con lo que inevitablemente entramos en contacto con ellos. Pueden
acceder al organismo mediante ingestion, inhalacion, por via parenteral o a través de la piel,
entre los que se incluyen farmacos, cosméticos, aditivos de alimentos, pesticidas, productos de
uso domestico, derivados de la combustién de carburantes, residuos procedentes de la
industria quimica, etc (Donato, 2003). Dichos compuestos suelen ser de naturaleza lipofilica,
por lo que pueden atravesar facilmente las membranas bioldgicas, acceder al interior de las
células y acumularse en los entornos lipidicos de la misma, dificultando su eliminacion, lo que

puede desencadenar fendbmenos de toxicidad (Lewis, 2004).

Los xenobidticos no son utilizados como nutrimentos, por lo que no se incorporan a las
rutas bioquimicas del metabolismo intermediario y no son degradados a través de éstas vias
metabdlicas (Donato, 2003). En consecuencia, el cuerpo humano ha desarrollado sistemas
alternativos para acelerar la eliminacién de estos compuestos. Se trata de un grupo de enzimas
gue no forman parte del metabolismo energético o intermediario del organismo, se les
denomina enzimas metabolizadoras de farmacos (del inglés Drug Metabolizing Enzymes) y su
funcién es la de convertir los xenobiéticos lipofilicos en moléculas mas hidrosolubles, facilitando

asi su eliminacion, mediante un proceso llamado biotransformacion (Lewis, 2004).
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2.2.1. Enzimas Metabolizadoras de Farmacos (EMF)

Desde el punto de vista evolutivo, las enzimas metabolizadoras de farmacos (EMF) son
muy antiguas, algunas de ellas existian desde antes de que ocurriera la divergencia entre las
eubacterias y los eucariontes, sugiriendo que estas enzimas eran responsables de funciones
vitales tales como del balance electrolitico y la division celular, mucho antes de la divergencia

entre plantas y animales (Cervantes, 1997).

Durante varias décadas las EMF fueron descritas como sistemas hepaticos de
destoxificacion, responsables de la degradacion de farmacos y otros contaminantes
ambientales para facilitar su excrecion (Cervantes, 1997). Sin embargo, no son exclusivas del
higado, sino que estan ampliamente distribuidas en el organismo. El higado contribuye de
forma mayoritaria a la eliminacién de los xenobidticos lipdfilos, le siguen en importancia el

intestino, pulmones, piel y rifion (Donato, 2003).

En general, las EMF protegen o defienden el cuerpo contra agentes potencialmente
dafinos del ambiente, ademas de metabolizar gran variedad de sustancias enddégenas, como
esteroides, acidos biliares, acidos grasos, prostaglandinas y aminas biogénicas, entre otras
(Lopez, 2004).

El papel de estas enzimas es clave para la supervivencia celular, de no existir tales vias
metabdlicas una vez en el interior del organismo los xenobidticos tenderian a acumularse
alterando el equilibrio celular y provocando alteraciones funcionales e incluso muerte celular
(Lépez, 2004).

El conjunto de procesos enzimaticos a los que son sometidos los xenobiéticos una vez
dentro del organismo son conocidos como reacciones de biotransformacién o metabolizacion
de xenobidticos (Cervantes, 1997). Estas reacciones consisten en modificar de manera mas o
menos compleja la estructura quimica de los xenobib6ticos con la finalidad de aumentar su

hidrosolubilidad, facilitando su eliminaciéon (Figura 2) (Donato, 2003).
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2.2.2. Reacciones de fase | y fase Il

En 1947 Williams R.T. propuso que los procesos de biotransformacion se agrupan en
dos fases o etapas: reacciones de fase | y reacciones de fase Il, que dependen de distintos

procesos bioquimicos (Liska, 1998).

Las reacciones de fase I, también llamadas reacciones de funcionalizacion, consisten en
reacciones de oxidacion, reduccién o hidrélisis, cuyo resultado es la modificacion quimica de
los xenobibticos con la apariciéon de nuevos grupos funcionales de caracter polar (-OH, -NH,,
-SH, 0 —COOH) (Figura 3), que van a aumentar su hidrosolubilidad y que regularmente
culminan en la pérdida de la actividad farmacolégica. La mayoria de los farmacos se

metabolizan por esta via (Liska, 1998).

En las reacciones de fase Il, o de conjugacion, los metabolitos generados por las
reacciones de fase |, se unen covalentemente con moléculas endégenas de caréacter polar para
formar productos de conjugacién que son rapidamente excretados debido al considerable
aumento de la hidrosolubilidad. Entre estas reacciones estan la glucuronidacion, sulfatacion,
acetilacion, metilacion, conjugacién con glutation y conjugacion con aminoacidos (Figura 3)
(Liska, 1998).

| C-oxidacidn

Hidraxilacian

EASE | Epoxidacidn
"‘ - = CEL 1 Dezalquilacidn
o (funcionalizacion] | §ecamingeidn

%- v M-oxidacian
|,_Hidridliziz

| Glucuronidacidn
' Glicosilacion
s Sulfatacion
- FASE Il = hietilacidn
(Fonugacion] | . otiiacidn

Conjugacién con GSH
| Conjugacién con aminodcidos

ELIMINACION

Figura 3. Reacciones de fase | y fase Il involucradas en el metabolismo de farmacos y xenobidticos.

(Tomada y modificada de Citocromo P450)
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En estas reacciones de biotransformacion, cofactores especificos reaccionan con
grupos funcionales presentes en los xenobioticos, o que son inducidos o0 expuestos durante las
reacciones de fase | (Liska, 1998). Sin embargo, no todos los xenobi6ticos necesariamente
sufren un proceso de fase | seguido de uno de fase Il. El principal objetivo de la
biotransformacién es modificar la hidrofobicidad de un compuesto de manera que facilite su
eliminacion y, en ocasiones, tal objetivo se alcanza Unicamente con reacciones de fase | o fase
Il (Donato, 2003).

La primera opcidn de la célula es que un farmaco sélo sufra reacciones de conjugacion,
porque son seguidas de una facil eliminacién. Sélo cuando el compuesto carece de grupos
funcionales necesarios a través de los cuales pueda conjugarse, sufrira también reacciones de
funcionalizacion (Liska, 1998). El porcentaje de farmacos metabolizados por las enzimas de

fase | y fase Il se muestra en la Figura 4.

Dentro de la célula gran parte de la actividad de biotransformacion reside en el reticulo
endoplasmico liso (REL), citosol y en menor cantidad en mitocondrias, cubierta nuclear,
membrana plasmatica y lisosomas (Liska, 1998).

Figura 4. Enzimas metabolizadoras de fase | y fase Il. El porcentaje de farmacos metabolizados por cada enzima es

estimado por el tamafio de cada seccidn correspondiente del grafico. (Tomada y modificada de Evans, 1999)
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2.2.3. Regulacion de las EMF

Desde que el sistema de destoxificacion interviene en el manejo de compuestos
exdégenos, el cuerpo ha desarrollado varios mecanismos para regular esta actividad (Vargas,
2007). Las vias de destoxificacion especificas pueden ser inducidas o inhibidas dependiendo

de la presencia de los diferentes compuestos y xenobiéticos (Liska, 1998).

Los diversos factores que afectan la expresion y la actividad de las EMF se dividen en

tres grupos:

1. Factores genéticos: polimorfismos, factores multigénicos, errores congénitos.

2. Factores endégenos: edad, género, regulacién hormonal, enfermedades.

3. Factores ambientales: contaminacion, consumo de tabaco y alcohol, dieta, exposicion a

agentes quimicos, uso de farmacos.

La actividad de las EMF va a estar determinada por la interrelacion de todos estos
factores y, en consecuencia, sus niveles van a variar entre individuos. Debido a esto es que se
observa gran variabilidad en la respuesta farmacolégica y en la susceptibilidad a los efectos de

diversos agentes téxicos (Liska, 1998).

2.2.4. Induccién Génica

El material genético de todas las células del organismo es idéntico, lo que las hace
diferentes entre si es el patron de genes que se expresan en cada célula (Strachan, 1999). Se
denominan genes constitutivos a los que codifican enzimas involucradas en el metabolismo
basico de todas las células. Los productos génicos que incrementan su concentracién bajo
ciertas circunstancias son referidos como inducibles, y al incremento en la expresion de sus
genes se le denomina induccion (Lehninger, 1993). Este es el caso de los genes que codifican
las EMF. Cuando el cuerpo es expuesto a una alta carga de farmaco o xenobiético, aumenta la

expresion de estos genes y, en consecuencia, la concentracion enzimatica. Dicha induccion




Generalidades

puede ser monofuncional (afecta solo una enzima o fase de destoxificacién) o multifuncional

(afecta mdaltiples procesos) (Figura 5) (Liska, 1998).

Figura 5. Induccién de las diversas vias de metabolizacién de farmacos, en base al tipo de inductor presente en el

organismo. (Tomada y modificada de Liska, 1998)

La induccién de enzimas de fase | sin una co-induccion de enzimas de fase Il, puede
provocar un elevado nivel de intermediarios reactivos que pueden causar dafio al DNA, RNA y
proteinas (Mancinelli, 2000). Debido a su papel en la activacion de procarcinégenos vy

mutagénicos el citocromo P450 es de gran interés clinico (Hesham, 2005).

Entre los inductores multifuncionales estan los flavonoides presentes en diversas frutas
y verduras. El aceite de ajo, la soya y la col de Bruselas han mostrado induccion en algunas
enzimas de fase Il mientras decrece la actividad en fase | (Liska, 1998). Comunmente, la
glutation S—transferasa y glucuronil transferasa son inducidas por inductores multifuncionales.
En general, este incremento en la fase Il ayuda a la destoxificacion del organismo y mantiene

un balance adecuado entre las fases | y Il (Gaikovitch, 2003).

2.2.5. Inhibicién

La inhibicion de la actividad de las enzimas involucradas en los procesos de

biotransformacién ocasiona un aumento en la concentracién de los xenobiéticos, prolongacion
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de sus efectos y mayor incidencia de efectos téxicos. Dicha inhibicion puede ocurrir de diversas
maneras y provocar la disminucién del nivel enzimatico dentro del organismo, o bien, disminuir

la actividad de la enzima (Figura 6) (Gaikovitch, 2003).

Figura 6. Mecanismos de inhibicion de la biotransformacion.

(Tomada y modificada de Citocromo P450)

La inhibicibn enzimatica puede ser competitiva, no competitiva o irreversible. La
inhibicion competitiva es resultado de la compentencia de dos sustratos por la unién al mismo
sitio de la enzima, disminuyendo el metabolismo de uno de éstos, con base en las
concentraciones relativas de cada sustrato y la afinidad de la enzima por éstos (Donato, 2003).
La inhibicion no competitiva se da por la union del inhibidor a un sitio diferente del sitio al cual
se une el sustrato, o por su union al complejo enzima sustrato. Mientras que la inhibicién
irreversible se produce cuando un intermediario reactivo se une covalentemente al grupo
prostético u otro segmento de la enzima. Los sustratos que median la inhibicion irreversible
también se les conoce como inhibidores suicidas (Lin, 1998). En la Tabla 1 se muestran

algunos inductores e inhibidores.
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Tabla 1. Ejemplos de algunos farmacos inductores e inhibidores

de enzimas metabolizadoras.

Enzima Inductores Inhibidores
Hidrocarburos . "
P Eritromicina
aromaticos
Nicotina Cimetidina
CYP1A2 . .
Omeprazol Ciprofloxacina
Primidona Ritonavir
Rifampicina
CYP2B6 | Fenobarbital Anastrozol
Tolbutamida ,\D/IIS:HfII’an |
CYP2CY etronidazo
. . Sulfametoxazol
Rifampicina .
Sulfonamidas
CYP2C19 B‘.elrbltu.n(.:os Felbamatf)
Rifampicina Tolbutamida
Amitriptilina
Fluoxetina
CYP2D6 | No inducible Haloperidol
Ranitidina
Quinidina
CYP2EL Etanlol' D!etllt?ocarbamato
Isoniazida Disulfiram
Carbamacepina Eritromicina
CYP3A4 Dexgrr,\etasona Jugo de toronja
Fenitoina Ketoconazol
Fenobarbital Ranitidina

(Tomada de Park, 1996; Liska, 1998; D’Hebron, 1999)

2.2.6. Polimorfismos genéticos

Los polimorfismos son variantes en la secuencia de DNA que pueden ir desde el cambio

de un solo nucleétido, hasta una secuencia grande de nucleétidos que puede ser visible a nivel

cromosémico. Dichos polimorfismos se expresan en una poblacién en al menos dos fenotipos

distintos, donde el méas raro de ellos se presenta con una frecuencia mayor al 1% (MeSH

Polymorphism, 2000).

Las diferencias genéticas en la habilidad de un individuo para metabolizar xenobibéticos

estan relacionadas con la presencia de polimorfismos presentes en el gen que codifica la

enzima encargada de dicha actividad. Existe un nimero variable de polimorfismos genéticos
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para cada una de las EMF de fase | y fase Il. Estos polimorfismos pueden provocar variaciones
en la tasa de biotransformacion de los xenobidticos, generando asi diferentes fenotipos. Se
pueden presentar fenotipos metabolizadores con actividad enzimatica nula, reducida o

aumentada.

2.3. Citocromo P450

2.3.1. Caracteristicas generales

Los primeros conocimientos sobre el citocromo P450 se remontan a estudios realizados
por diversos grupos en los afios 50 a partir de tejido hepatico de mamiferos (Omura, 1964). En
1964 se identifico la naturaleza hemoprotéica de un pigmento que es el componente de una
cadena transportadora de electrones presente en los hepatocitos de conejos y ratones, capaz
de unirse al monéxido de carbono después de ser reducido por NADPH. Esta proteina recibio
el nombre de citocromo P450 y su funcion catalitica pronto desperté un considerable interés
entre la comunidad cientifica (Omura, 1964). En un principio los resultados obtenidos en
diferentes laboratorios no coincidian y se cre6 cierta confusion con respecto a las funciones y
caracteristicas del citocromo P450. Esto fue aclarado cuando se comprobd que existian varios
tipos de moléculas de citocromos P450, incluso en individuos de una misma especie (King,
1973).

El nombre de citocromo P450 proviene de la caracteristica de esta hemoproteina, en
como el monédxido de carbono puede unirse al i6n ferroso (Fe?', forma reducida de la
hemoproteina) para formar un complejo Fe?’~CO, produciendo un cambio en el méaximo de
absorbancia del grupo hemo (banda de Soret) a 450nm (Figura 7). Este maximo de
absorbancia del P450 es utilizado para su cuantificaciéon espectrofotométrica. Esta propiedad
fue la que dio nombre a las enzimas P450 (P es de pigmento) (Omura, 1964). El grupo tiol de la
cisteina ligado al &tomo de hierro es el responsable de la banda de Soret. En el resto de las
hemoproteinas, en las que la histidina actia como ligando, el maximo de absorcién aparece a
420nm. EI CO se une con gran afinidad e impide la unién y la activacion del oxigeno molecular

(0,), lo que inhibe de forma reversible la actividad del P450. Existen otros ligandos capaces de
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inducir cambios de absorbancia en la banda de Soret, lo que permite el analisis por

espectrofotometria de la union de otros compuestos (King, 1973).

416 nm

—

400 200 600 nm

Figura 7. Espectro de absorcion del 1) citocromo P450 de mitocondria Fe(lll); 2) de Fe(ll) y 3) complejo citocromo
P450-Fe(II)-CO. (Tomada y modificada de Citocromo P450)

A

La familia del citocromo P450, que pertenece a la superfamilia de monooxigenasas,
representa el grupo de isoenzimas mas importante del metabolismo de fase | y metabolizan la
mayor parte de pesticidas, solventes y farmacos, asi como sustancias enddégenas como
colesterol, 4cidos biliares, vitaminas liposolubles, esteroides y acidos grasos. Pero también son
las principales responsables de la activacién de procarcin6genos y promutagenos (Liska,
1998). Esto es particularmente importante para farmacos lipofilicos, como los que actdan a
nivel de sistema nervioso, que deben ser de naturaleza lipofilica para poder penetrar la barrera
hematoencefalica. Como la excrecién renal es minima para estos compuestos, el citocromo

P450 provee los principales medios para su adecuada eliminacién (Mancinelli, 2000).
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Las isoenzimas del citocromo P450 estan localizadas en el reticulo endoplasmico liso y
se expresan principalmente en el higado. Sin embargo, estas isoenzimas también estan
presentes en otros érganos como intestino, piel, pulmon, rifién y cerebro (Abraham, 2001). La
familia CYP450 estd compuesta por subfamilias de enzimas, que estan definidas en base a la
similitud de su secuencia de aminoacidos. La secuencia de una proteina del citocromo P450 de
una subfamilia en particular, tendrd hasta un 40% de similitud con una proteina P450 de otra
subfamilia. Las isoenzimas dentro de una misma subfamilia siempre comparten mas del 55%

de similitud en su secuencia (Ingelman, 2005).

2.3.2. Nomenclatura de los citocromos P450

Inicialmente, las enzimas del citocromo P450 se nombraban en funcién de la reaccion
que catalizaban, lo que provocé que un mismo citocromo P450 recibiera nombres diferentes
por cada uno de los investigadores que lo habian caracterizado (Abraham, 2001). Debido a la
gran diversidad de los citocromos que se conocia a finales de los 80’s, fue necesario
desarrollar un sistema de nomenclatura internacional que obedece a criterios filogenéticos y se
basa en la similitud de la secuencia de aminoacidos de las enzimas. Este sistema fue
establecido en 1987 y es el que se utiliza actualmente. En base a este criterio, los citocromos

P450 se han categorizado en familias y subfamilias (Van der Weide, 1999).

Las familias se identifican con las siglas CYP por la abreviacion cytochrome P450,
seguido de un numero ardbigo que identifica a la familia, una letra mayuscula que identifica a la
subfamilia, un segundo numero arabigo que corresponde a los genes individuales que
codifican para una isoenzima especifica (Abraham, 2001). Para nombrar los diferentes alelos
se utilizan nimeros ardbigos o una combinacién de éstos con una letra mayuscula; el gen y el

alelo van separados por un asterisco (Figura 8) (Van der Weide, 1999; Abraham, 2001).

Dentro de las familias se pueden encontrar mas de una subfamilia, y se denominan
correlativamente empezando por la letra A, teniendo como requisito para pertenecer a una
misma subfamilia que exista un minimo de 55% de homologia en su secuencia. Las enzimas
individuales o isoenzimas se designan en nimeros arabigos comenzando con el 1, teniendo en
cuenta que dos enzimas P450 se consideran diferentes siempre y cuando sus respectivas

secuencias difieran en méas de 3% (Van der Weide, 1999).
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CYP2DG6*4E

Citocromo l
P450
Familia

Subfamilia

Isoforma -+
Alelo

Figura 8. Nomenclatura de los citocromos P450.
(Tomada de Van der Weide, 1999)

La informacion obtenida tras el andlisis de homologia de los genes que codifican los

citocromos P450 en diferentes especies ha permitido la generacion y evolucion de las

relaciones que puedan existir entre ellos (Van der Weide, 1999). En 1987 se realizé la primera

clasificacion de la familia P450, en donde se describieron 30 genes agrupados en 10 familias.

Actualmente, el nimero de citocromos asciende a mas de 700, incluidos en numerosas

especies (bacterias, hongos, plantas, insectos, nematodos, peces, aves, mamiferos) (Nelson,

1999). En el hombre se han secuenciado 57 genes activos y 58 pseudogenes pertenecientes a

18 familias y 49 subfamilias (Figura 9). Los pseudogenes son genes defectuosos que no

originan proteinas funcionales y que se consideran como una reminiscencia de duplicaciones

de genes en los que una de las copias ha degenerado y perdido su funcién (Nelson, 1999;

McKinnon, 2000).

-

1A1 1B
1A2

IIIII1I B

3 4 5A1 7 8 1 17 19 20 21A2 24 26 27 39 46 51

O R s e SO o o I
3A4 A1 7B1 8AT 881 26A1 26B1 26C1

3A5 11A1 1181
3A7 11B2
smas [ [ [ ] | |
4A11 4B1 4F2 4V2 4X1 421 27A1 27B1 27C1
4A20 4F3
4A22 4F8
4F 11
4F12
4F22

2A6 2B6
2A7
2A13

[ 1 1 T 1 T 11
2C8 2D6 2E1 2F1 2J2 2R1 251 2U1 2W1
2C9
2C18
2C19

Figura 9. Familias, subfamilias e isoenzimas P450 identificadas en la especie humana.

(Tomada de Citocromo P450)
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2.3.3. Localizacién y estructura

En los mamiferos los citocromos P450 generalmente se encuentran en el reticulo
endoplasmico liso y no en la mitocondria (Omura, 1964; King, 1973). Los P450 son
hemoproteinas cataliticas, cuyo sitio activo no presenta variaciones significativas, con uniones
del hierro al grupo hemo en el plano ecuatorial, a un grupo tiol de un residuo de cisteina (cerca
del extremo carboxi-terminal) en la posicién uno de coordinacién y a una molécula de agua en

la segunda posicién del eje axial, en un entorno hexacoordinado (Figura 10) (Omura, 1999;
Berman, 2000; Werck, 2001).

=
=)

i

/n\/

/
_— \
e

N

SCis
Figura 10. Estructura molecular del grupo hemo del citocromo P450.

(Tomada de Citocromo P450)

En general los citocromos P450 de ecuariotas estan formados por 400-500
aminodcidos de los cuales cerca del 55% son de naturaleza no polar, tienen un peso molecular
gue oscila entre 50 y 60 kilo daltones (kDa). La similitud en la secuencia de aminoacidos entre
los diferentes citocromos P450 es relativamente baja, en algunos casos menos del 20%
(Berman, 2000). El extremo C-terminal de la molécula presenta una conservacion de las
secuencias de aminodcidos entre los distintos citocromos P450 mayor que la region
N—terminal; el menor grado de conservacion corresponde a las secuencias intermedias. El 30%
de identidad de la secuencia en la zona intermedia puede considerarse como significativa,
mientras que el 50% de homologia en la regibn C—terminal puede considerarse como baja

(Berman, 2000). A pesar de ello, los estudios de cristalizacion de P450 han permitido
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comprobar que existe una elevada conservacion en su topografia y estructura tridimensional
(Omura, 1999). En general, la molécula esta constituida por una combinacion de catorce
a-hélices y cinco hojas-B plegadas antiparalelas que rodean el grupo hemo (centro catalitico)
situado en un ambiente hidrofébico, conformado por el &tomo de hierro hexacoordinado con los
cuatro anillos de la protoporfirina, el grupo tiol de cisteina de la cadena polipeptidica y seis

moléculas de agua (Berman, 2000; Werck, 2001).

Las regiones mas variables del citocromo son las que constituyen los lugares de anclaje
a la membrana o de unién y reconocimiento de sustratos (Graham, 1999). La alta conservacion
de la regiéon del grupo hemo, refleja un mecanismo comun de transferencia de electrones y de
protones, y una activacion de oxigeno. La enzima permanece anclada a la membrana a través
de una hélice hidrofébica cercana al extremo N-terminal, por lo que la mayor parte de la
enzima se sitla en la cara citosOlica de la membrana (Williams, 2000). Esta hélice
transmembranal esta seguida por una serie de aminoacidos basicos cuyos residuos

interaccionan con las cargas negativas de los lipidos de membrana (Chapple, 1998).

2.3.4. Funcion

El sistema P450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto en la
gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado nimero de xenobioticos y
compuestos de naturaleza enddgena que es capaz de metabolizar, entre los que se incluyen
moléculas de amplio peso molecular tanto aromaticas como globulares (Bertilsson, 1992). Esta
amplia especificidad de sustratos es debida a la existencia de mdultiples formas de la enzima,
cada una de las cuales se ha adaptado para el metabolismo de grupos de compuestos
relacionados estructuralmente (Matsunaga, 1999). Aunque la principal funcién del citocromo
P450 es participar en reacciones de destoxificacion transformando un compuesto
farmacolégicamente activo en inactivo para ser excretado por orina, también participa en
procesos de activacién metabdlica (Figura 11), de manera que compuestos inertes y poco
reactivos son convertidos en otros de gran reactividad quimica que son téxicos para el

organismo (Bertilsson, 1992; Orellana, 2004).

El citocromo P450 cataliza una amplia variedad de reacciones, incluyendo

epoxidaciones, desaminaciones, desulfuraciones, N-, S- y O-desalquilaciones, N- vy
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S-oxidaciones, deshalogenaciones, deshidroxidaciones e hidroxilaciones y, dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno en el tejido, reacciones de reducciéon (Chapple, 1998; Orellana,
2004). Todas estas reacciones son esteroespecificas y tienen lugar a temperatura fisioldgica
(Orellana, 2004).

La mayoria de las reacciones catalizadas requieren de un paso inicial, que involucra la
insercion de un grupo hidroxilo en el sustrato para formar un intermediario hidroxilado el cual
puede, de acuerdo a la naturaleza del sustrato y la estabilidad del intermediario, sufrir
posteriores reacciones de desalquilacion, desaminacion, etc (Orellana, 2003). La reaccion

general catalizada por el citocromo P450 es:

monooxigenasa
RH + NADPH + O, + H' » ROH + NADP" + H0

El citocromo depende totalmente de los cofactores NADPH y O, para la catélisis de la
monooxigenacién en la que uno de los &tomos de oxigeno es incorporado en la molécula del
sustrato, mientras que el otro es reducido en agua (Orellana, 2003). Esta familia requiere de
electrones para poder reducir el oxigeno molecular, salvo en algunas ocasiones donde la

enzima utiliza peroxidos en lugar de oxigeno (Bertilsson, 1992).

XENOBIOTICO

Inactivacion Activacion

Metabolitos < [soenzimas | > Metabolitos

inactivos citocromo P450 activos
Excrecion Union a

macromoléculas

v

Carcinogénesis
mutagenesis
dano celular

Figura 11. Reacciones de activacion e inactivacion mediadas por

enzimas del citocromo P450. (Tomada de Orellana, 2004)
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La familia P450 puede clasificarse en cuatro clases en funcion de como acceden los

electrones desde el NADPH hasta el centro catalitico de la enzima (Werck, 2001):

» Hemoproteinas clase [: utilizan una reductasa que contiene FAD y una

ferrosulfoproteina (ferredoxina).

» Hemoproteinas clase Il: usan una cadena de transferencia de electrones mas corta y
s6lo necesitan una reductasa del citocromo P450 que contiene FAD/FMN para la
transferencia de electrones, donde el FAD sirve como aceptor de electrones del

NADPH, mientras que el FMN interacciona y reduce al P450.

» Hemoproteinas clase lll: son autosuficientes y no requieren un donador de electrones.

» Hemoproteinas clase IV: reciben los electrones directamente del NADPH.

En los organismos eucariontes los citocromos P450 de clase | se encuentran asociados
a la membrana interna de la mitocondria y catalizan diversos pasos de la biosintesis de
hormonas esteroideas y vitamina D3 (Chapple, 1998). Las enzimas de clase Il son las mas
abundantes en los eucariontes (Werck, 2001). Los citocromos P450 y las NADPH—citocromo
P450 reductasas no estan asociados y ambos estan anclados de forma independiente en la
cara externa de la membrana del reticulo endoplasmico liso mediante la region hidrofobica del
extremo amino-terminal (Figura 12) (Berman, 2000). La actividad de algunos P450 se ve
favorecida por la presencia del citocromo bs que facilita la transferencia de electrones desde el
NADPH (Werck, 2001).

Ademés de sus funciones biosintéticas, los citocromos P450 de clase | y clase Il
participan en el metabolismo de xenobidticos. Se trata de enzimas de gran trascendencia
desde el punto de vista farmacolégico y toxicologico (Honkakoski, 2000). Son responsables del
metabolismo de farmacos y de los procesos de destoxificacion. No obstante, en ocasiones
participan en procesos de activacion contribuyendo a la aparicion de fendmenos toxicos o de

carcinogénesis (Ortiz de Montellano, 2002).
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Figura 12. Localizacion del citocromo P450. Se muestra el aporte de electrones del NADPH al citocromo para la
activacion del oxigeno a través de la citocromo P450 reductasa. Esta Ultima esta insertada en la membrana del
reticulo endoplasmico, al igual que el citocromo b5. (Tomada y modificada de Citocromo P450)

Los citocromos P-450 de clase Ill participan en la sintesis de prostaglandinas en
mamiferos, mientras que el P450 de clase IV so6lo se ha identificado en hongos (Honkakoski,
2000). Ambas clases de enzimas se podrian considerar como las formas mas ancestrales de
citocromos P450 que participan en la destoxificacion de especies activadas de oxigeno
(Mansuy, 1998).

2.3.5. Mecanismo de accion del citocromo P450

El primer paso del proceso catalitico consiste en la unién del sustrato al sitio activo de la
enzima, muy cerca del grupo hemo (Ortiz de Montellano, 2002). La unién del sustrato induce un
cambio en la conformacion del sitio activo, desplazando una molécula de agua de la sexta
posicién de coordinacion del &tomo de hierro (posicion axial distal) (Schlichting, 2000). Como
consecuencia se originan cambios en el estado de spin del hierro, en el potencial redox y en el
maximo de absorbancia de la hemoproteina (Paso 1 de la Figura 13) (Sligar, 1979; Meunier,
2004).
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En el segundo paso se favorece la adicion de un electron por parte de NADPH, debido
al cambio del estado electrénico del sitio activo. Esto produce la reduccion del complejo
sustrato—hemoproteina al estado ferroso (Fe** a Fe?") (Paso 2 de la Figura 13). El Fe?" tiene
una menor afinidad en el eje axial, lo que provoca una desestabilizacion del sitio activo (Poulos,
1987). Esto provoca el ataque nucleofilico del oxigeno molecular que desplaza al ligando de
agua, ocupando su posicién de coordinacion, dando lugar a la formacién de un complejo

superoéxido (Paso 3 de la Figura 13) (Ortiz de Montellano, 2002).

En el cuarto paso se produce el aporte de un segundo electrén, por via del sistema de
transporte de electrones ya sea por la citocromo P450 reductasa, las ferredoxinas o el
citocromo b5, con la formacion de una especie de oxigeno cargada negativamente (grupo
peroxo). Este es un grupo oxidante electrofilico de vida muy corta (Paso 4 de la Figura 13)
(Schlichting, 2000).

El grupo peroxo formado en el paso anterior es rapidamente protonado por transferencia
local de dos H* de las cadenas polipeptidicas laterales, liberando uno de los &tomos de oxigeno
en forma de una molécula de agua y la incorporacion del otro oxigeno en el sustrato
(Schlichting, 2000). Formando una especie altamente reactiva de Fe'—oxo (Paso 5 de la Figura
13) (Ortiz de Montellano, 2002).

Dependiendo del sustrato y la enzima involucrados, las P450 pueden catalizar una gran
variedad de reacciones. La mas comun es la hidroxilacion (Schlichting, 2000). Cuando el
metabolito se libera del sito activo, la enzima regresa a su estado original, con una molécula de
agua regresando a ocupar su lugar en la posicion distal de coordinacién del nucleo de hierro
(Paso 6 de la Figura 13) (Poulos, 1987).

Existe una ruta alternativa para la monooxigenacion, esto es la interaccién con especies
donadoras de oxigeno tales como peréxidos e hipocloritos, que llevan directamente a la
formacion del intermediario Fe'—oxo, permitiendo que el ciclo catalitico concluya mas

rapidamente (Paso S de la Figura 13) (Poulos, 1987).

Si el mondxido de carbono (CO) se une al citocromo P450 reducido, el ciclo catalitico se
interrumpe. Esta reaccion conduce al espectro clasico con méaximo de absorbancia a 450nm
(Paso C de la Figura 13) (Poulos, 1987).
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410 440

R-OH

Figura 13. Ciclo catalitico del citocromo P450.
(Tomada de Cytochrome P450)

El desacoplamiento del ciclo catalitico del P450 se produce cuando los electrones del
cofactor NADPH son consumidos sin formacion de metabolitos oxidados (Poulos, 1987,

Schlichting, 2000). Esto ocurre cuando:

a) El intermediario Fe?~0O, se auto oxida liberando anion superéxido y regenerando la

enzima en estado férrico.

b) El intermediario Fe3+—hidroperéxido se disocia en una molécula de H,O, y enzima

férrica.

c) La especie Fe=0 en lugar de oxidar el sustrato es reducida a una molécula de agua por

transferencia adicional de electrones.
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2.3.6. Importancia de los citocromos P450

El objetivo principal del citocromo P450 y el resto de las enzimas que participan en el
metabolismo de xenobidticos, es transformar éstos Ultimos en metabolitos que sean excretados
con mayor facilidad del organismo (Donato, 2003). Durante las reacciones de
biotransformacién, los xenobi6ticos sufren cambios en su estructura quimica que, con
frecuencia no solo lo convierten en una molécula mas polar, sino que ademas lo inactivan y lo
convierten en un metabolito sin actividad farmacol6gica e inocuo desde el punto de vista
toxicologico, acelerando asi su eliminacion al tiempo que se produce la destoxificacion (Ortiz de
Montallano, 1995). Sin embargo, existen varios xenobibticos que se convierten en moléculas
téxicas tras su metabolizacién. Esto sucede cuando los metabolitos formados son especies
reactivas que interaccionan con elementos o procesos celulares (Gonzalez, 1998; Kent, 2001).
Estos compuestos reactivos son los radicales libres y metabolitos electrofilicos como los
epoxidos, que son capaces de unirse covalentemente con proteinas, RNA o DNA, o que
pueden producir estrés oxidativo (Kent, 2001). Si la vida media del metabolito reactivo es
extremadamente corta sélo afectara a la enzima que lo generd provocando la inactivacion de la
misma (inhibidores suicidas) (Lares, 2001). Si la vida media del metabolito es mas larga puede
afectar otras macromoléculas, pero sera neutralizada antes de salir de la célula o del tejido
donde se formo, produciendo Unicamente toxicidad local (Gonzalez, 1998). Algunos metabolitos
reactivos pueden ser mas estables y llegar a afectar otros tejidos, causando toxicidad
generalizada. El balance entre las reacciones de activacion metabdlica y de inactivacion es el
gue determina la severidad y el alcance de la toxicidad (Gonzalez, 1998; Lares, 2001). Este
balance depende de factores cémo edad, sexo, ambiente, polimorfismos genéticos, induccion,
inhibicion, factores dietéticos, interacciones farmacoldgicas, enfermedades, y puede mostrar

diferencias interindividuales e interétnicas significativas (Lares, 2001).

Las enzimas P450 tienen una amplia distribucién tisular dentro del organismo, debido
probablemente al gran nimero de procesos que realizan (Welch, 1979). Sin embargo, el higado
es el rgano de mayor expresion de estas enzimas y en él se encuentran los citocromos P450
implicados tanto en reacciones fisioldgicas, como en metabolismo de xenobidticos (Ding, 2003).
Se estima que cerca del 70% de los citocromos P450 hepaticos pertenecen a las familias 1 a 3
(Ding, 2003; Ingelman, 2005). Estas tres familias son las responsables del 70-80% del
metabolismo de fase | de la mayoria de los farmacos usados actualmente en la clinica

(Ingelman, 2005). El resto de las familias del citocromo incluyen enzimas que intervienen en el
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metabolismo de diversas sustancias enddgenas como esteroides, acidos grasos y biliares,

prostaglandinas, leucotrienos, etc (Capdevila, 2000). Sin embargo, algunas enzimas de las tres

primeras familias también metabolizan sustratos enddégenos y para algunas enzimas de la

familia 2, hasta el momento, no se ha demostrado su papel en el metabolismo de xenobioéticos
(Tabla 2) (Gonzalez, 1992).

Tabla 2. Algunas enzimas del citocromo P450 y sus respectivos sustratos.

Enzima , Sustratos , Enzima , Sustratos ,
Enddgenos Exbgenos Endégenos Exbgenos

Acetaminofen CYP4B1 |Acido araquidénico

] Aflatoxina B1 CYP4F2 |Acido araquidénico

CYP1A2 B}%‘Qgﬁgﬂé geno Cafeina CYP4F3 | Leucotrienos

Fenacetina CYP4F8 | Prostaglandinas

Paracetamol CYP5 Acido araquidénico

Diclofenaco CYP7A | Acidos biliares

Fenitoina CYP7B | Neuroesteroides

CYP2C9 Fluoxetina CYP8A | Acido araquidénico

Tolbutamida CYP8B | Acidos biliares

Warfarina CYP11A1 |Esteroides

Diazepam CYP11B1 |Cortisol

CYP2C19 Hexobarbital CYP11B2 | Aldosterona

Om-epra?z.ol CYP17 Testf)sterona

Amitriptilina Estrégenos

Codeina CYP19 |Estrégenos

CYP2D6 Debrisoquina CYP20 ? ?

Esparteina CYP21 |Cortisol

Haloperidol CYP24 |Vitamina D

Etanol CYP26A1 | Acido retinoico

CYP2E1l - Dimetilnitrosamina | CYP26B1 ? ?

Paracetamol CYP26C1 ? ?

Ciclosporina CYP27A1 | Acidos biliares

CYP3A4 . Lidocaina CYP27B1 |Vitamina D3

/ 3A5 Glucocorticoides )
Lovastatina CYP39 |Colesterol

Nifedipina CYP46 |Colesterol

CYP4A11 |Acidos grasos CYP51 |Colesterol

(Tomada de Liska, 1998; D’'Hebron, 1999)

Las isoenzimas mas abundantes en el higado son el CYP3A4 y los CYP2Cs, que

representan un 30% y un 20%, respectivamente, del contenido total del citocromo P450. Por

esto se considera al higado como el principal 6rgano metabolizador. El papel clave del higado
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en la eliminacion de estos compuestos deriva de su mayor contenido de enzimas implicadas en
las reacciones de metabolizacion y de su privilegiada posicion anatomica que le permite el
contacto directo con todos los compuestos que acceden al organismo por via oral (Figura 14)
(Shimada, 1994).

Figura 14. Porcentaje relativo de farmacos metabolizados por enzimas P450 presentes en higado.
(Tomada y modificada de Piscitelli, 2001)

Entre las rutas de eliminacién de los 200 farmacos mas preescritos en los Estados
Unidos, de acuerdo a la base de datos The Internet Drug Index de Abril 2008 (RXList, 2008), la
principal es la via de eliminacién hepatica, ya sea por metabolismo o por excrecion en bilis. El
metabolismo mediado por enzimas CYP representa la mayor parte de los procesos de
biotransformacién del higado, contribuyendo en un 37% los miembros de la familia CYP3A,
17% CYP2C9, 15% CYP2D6, 10% CYP2C19, 9% CYP1A2 y 6% CYP2C8. CYP2B6 y otras
isoformas (CYP2A6 y CYP2E1) participan en el metabolismo del 2% y 4% de los farmacos,

respectivamente (Zanger, 2008).

Existen formas polimérficas del P450 que pueden ser responsables de las reacciones
adversas a los farmacos. Las mutaciones en genes que codifican para el CYP450 pueden
producir enzimas con actividad nula, reducida o aumentada. Esto da origen a cuatro fenotipos:
metabolizadores pobres o lentos, que carecen de actividad enzimatica; metabolizadores

intermedios, que presentan una actividad enzimatica reducida; metabolizadores extensos, que
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tienen actividad enzimatica normal; y metabolizadores ultra rapidos, que tienen actividad

enzimatica aumentada (Ingelman, 2005).

La actividad enzimatica nula de los PMs cominmente es consecuencia de la delecion
del gen que codifica para la enzima en cuestion, pero también puede deberse a la presencia de
mutaciones que alteren el sitio de splicing, originen codones de paro, eliminen sitios de origen
transcripcional o provoquen deleciones de aminoacidos (Mancinelli, 2000). Mientras que los
IMs presentan disminucion en la actividad enzimatica debido a que tienen una copia de un alelo
funcional y una copia de un alelo defectuoso, es decir, estan en un estado heterocigoto. Sin
embargo, puede darse el caso en el que los IMs presenten dos copias de un alelo con actividad
intermedia, en cuyo caso se habla de un estado homocigoto para dicha mutacion (Mancinelli,
2000). En el caso de los UMs, estan presentes dos o0 mas copias funcionales del gen, lo que se

traduce en una mayor concentracién enzimatica en dichos individuos (Ingelman, 2005).

En la administracion de un tratamiento farmacoldgico, en los PMs se esperarian niveles
plasmaticos muy altos del farmaco debido a que carecen de la capacidad para metabolizar y
eliminar dicho compuesto. Mientras que en los UMs, se esperarian niveles en plasma muy
bajos o nulos del compuesto debido al rapido metabolismo presente en estos individuos
(Ingelman, 2005).

2.4. CYP2D6

2.4.1. Antecedentes

El polimorfismo CYP2D6 fue descubierto por grupos de investigadores diferentes. Entre
1975y 1977 dos grupos, de manera independiente, descubrieron una deficiencia genética en el
metabolismo de la debrisoquina y de la esparteina (Lépez, 2004). El descubrimiento del
polimorfismo genético en el metabolismo de estos dos farmacos no fue una estrategia
planeada, sino una observacion accidental. Un evento dramatico en el estudio farmacocinético
provocé la busqueda inicial del defecto metabdlico especifico. El Dr. Smith, investigador inglés,
gue estaba participando en un estudio con el agente antihipertensivo debrisoquina, tomé 40 mg
y sufri6 de vértigo, debilidad e hipotension grave, colapsando con una dosis terapéutica
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(Mahgoub, 1977). Esto era resultado de una inadecuada hidroxilacion de la debrisoquina. En
1975, durante un estudio cinético por el grupo aleman de Michel Eichelbaum y colaboradores,
usando una preparacion de liberacién lenta del antiarritmico esparteina, dos sujetos
presentaron efectos como diplopia, vision borrosa, mareo y dolor de cabeza. Al analizar los
niveles de esparteina en el plasma de dichos sujetos, se encontraron niveles 3 a 4 veces
mayores, aun cuando se administrd la misma dosis a todos los sujetos del estudio. Esta
reacciéon también se atribuyé a un metabolismo oxidativo disminuido (Eichelbaum, 1977). Los
posteriores estudios en familias revelaron que el metabolismo de ambos farmacos se encuentra
bajo control monogénico y que los metabolizadores pobres son homogicotos para un alelo
defectuoso del citocromo P450 2D6, denominado CYP2D6 o debrisoquina/esparteina
4-hidroxilasa (Abraham, 2001). Folke Sjoqgvists demostrd que la nortriptilina y la desimipramina
son sustratos para CYP2D6, exhibiendo una variacion interindividual en los niveles plasmaticos
con la misma dosis, logrando identificar dos fenotipos (Hemmer, 1967). En los afios ochenta y
noventa, la variabilidad interindividual en la hidroxilacion fue objeto de una intensa
investigacion, y ahora se sabe que algunos citocromos presentan polimorfismos genéticos
(L6pez, 2004).

2.4.2. Genética molecular

El gen CYP2D6 reside en el brazo largo del cromosoma 22 en la region 13.1 (Figura

15), asociado a los pseudogenes CYP2D7P y CYP2D8P (Kimura, 1989). Posee nueve exones

y ocho intrones, dentro de 4,378 pares de bases del sitio de inicio de la polimerasa hasta el sitio

de poliadenilacién (Kimura, 1989).

Cromosoma 22

= [ [ hom) -l 00
o g - - - - - - [y ] o ] o o Lar I )
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o o o [an [an o o o [a o [a o o o O
Brazo p Brazo q
GEN CYP2D6

Figura 15. Localizacion del gen CYP2D6, locus 22g13.1.
(Tomada y modificada de Gene Cards, 2008)

28



Generalidades

El gen codifica para una proteina de 497 aminoacidos, con un peso molecular de 55.7
kDa, cuyo papel en el metabolismo es bastante importante ya que metaboliza cerca del 25% de

los farmacos usados actualmente en la clinica (Kimura, 1989; Kent, 2001).

2.4.3. Polimorfismos de CYP2D6

La evolucion del locus CYP2D en el humano ha implicado la eliminacion de tres genes,
la inactivacion de dos (CYP2D7P y CYP2DS8P) y la inactivacién parcial de uno (CYP2D6)
(Kimura, 1989). La presencia de dos pseudogenes localizados estrechamente y muy similares
a CYP2D6, conllevan mutaciones que provocan productos génicos defectuosos
(McCarthy, 2002).

Actualmente se han descrito mas de 30 diferentes alelos defectuosos para CYP2D6 y
55 variaciones del gen (Brockmdller, 2008). Dichas variantes son consecuencia de la delecion
completa del gen, conversiones del gen con los pseudogenes relacionados o variaciones de
nucleétido simple, también conocidas como SNP (del inglés Single Nucleotide Polymorphism),
causando cambios en el marco de lectura, mutaciones sin sentido o mutaciones en el sitio de
empalme (Abraham, 2001). Se calcula que hay 1 SNP cada 1000 pb, por lo que se estiman
cerca de 4 millones dentro del genoma (Gaedigk, 1999). Estas variantes alélicas se han
correlacionado con los cuatro fenotipos metabolizadores de farmacos: ultra rapidos, extensos,
intermedios y pobres o lentos, lo que conlleva a una concentracion baja, normal, intermedia y

elevada, respectivamente, del farmaco en cuestién (Kagimoto, 1990; Ingelman, 2005).

Los individuos homocigotos para alelos nulos de CYP2D6 exhiben un fenotipo PM, con
alteracion en el metabolismo y excrecion de muchos farmacos, por lo que existe una mayor
posibilidad de mostrar reacciones adversas (Lépez, 2004). Mientras que los individuos con
genes CYP2D6 funcionales duplicados o multiplicados exhiben un fenotipo correspondiente UM
(Roger, 1996; Lopez, 2004). A diferencia de los individuos PM, los EM tienen riesgo de
presentar ineficacia en el caso de tratamiento con algun farmaco metabolizado por CYP2D6.
Por lo tanto, los UM requeriran dosis mas altas para conseguir concentraciones terapéuticas,
mientras los PM necesitan dosis mas bajas para no presentar concentraciones mayores a las
terapéuticas (Roger, 1996). Los polimorfismos mas frecuentes para CYP2D6 se muestran en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Polimorfismos mas frecuentes del gen CYP2D6.

Polimorfismo Mutacién Actividad enzimatica
CYP2D6*1 Ninguna Normal
CYP2D6*2 G1749C sustitucién Disminuida
CYP2D6*3 Asg37 delecion Nula
CYP2D6*4 G1o34A sustitucion Nula
CYP2D6*5 Delecién del gen Nula
CYP2D6*6 T1795 delecion Nula
CYP2D6*7 As023C sustitucion Nula
CYP2D6*9 AGAL701-2703 deleciéon Disminuida
CYP2D6*10 C1gsT sustitucion Disminuida
CYP2D6*18 | 9 pb inserciéon Exén 9 Disminuida
CYP2D6*36 Ci00T sustitucion Disminuida

CYP2D6*1X2 Gen duplicado Aumentada

CYP2D6*2X2 Gen duplicado Aumentada

CYP2D6*4X2 Gen duplicado Nula

CYP2D6*35X2 Gen duplicado Aumentada

(Tomada de Abraham, 2001)

2.4.4 Diferencias Interétnicas

Estudios en diferentes grupos étnicos del metabolismo de farmacos han demostrado
gue existen diferencias sustanciales entre las poblaciones con respecto a la distribucion
polimérfica de la actividad de CYP2D6 y los correspondientes genomas (Abraham, 2001;
Lopez, 2004).

Los polimorfismos que originan el fenotipo PM han sido ampliamente estudiados en
diversas poblaciones, debido a la relacién que presentan con la acumulacién de toxinas y los
efectos adversos que esto conlleva (Sachse, 1997; Ingelman, 2005). Estos polimorfismos han
mostrado resultados consistentes, en poblacion caucésica CYP2D6 carece de actividad en un
5-10% (Alvan 1990; Gaedigk, 1999), mientras que la incidencia de metabolizadores lentos entre
orientales (chinos, japoneses y coreanos) es de 0-2% (Nakamura, 1985; Bertilsson, 1992), y

cerca del 5% en poblacién negra (africanos y afroamericanos) (Masimirembwa, 1997).

En un estudio realizado al norte de la India, los individuos de Bombay reportan una
frecuencia de PMs de 2—-3%. Mientras que al sur del pais la frecuencia de PMs en individuos de
Kerala es 4.8%, en Karnataka 4%, en Andhra Pradesh 1.8% y en Tamil Nadu 3.6%, lo que
contribuye para el 3.5% de metabolizadores pobres al sur de India (Naveen, 2006).
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En poblacion mestizo mexicana se ha reportado una frecuencia de metabolizadores
lentos de CYP2D6 de 10%, la cual es similar a caucasicos espafioles (Lopez, 2005). Mientras
gue para el alelo CYP2D6*3 se tiene una frecuencia de 1.44% y para el alelo CYP2D6*4 de
11.21% (Bradford, 2002).

La mutacion mas frecuente en poblacion caucasica es CYP2D6*4 con una frecuencia
alélica del 20% y consiste en la sustitucion de Gig34sA en el Ultimo nucleétido del intron 3,
produciendo una anormalidad en el proceso de splicing, lo que causa un cambio en el marco de
lectura del DNA, originando la terminacién prematura del codén. La segunda mas comdn es
CYP2D6*3, con una frecuencia de 1-2% e involucra una delecidon Assz7 en el exén 5 resultando
en la terminacién prematura del codén (Bradford, 2002; L6pez, 2004; Colombres, 2008). El
alelo CYP2D6*5, que involucra la delecion completa del gen CYP2D6, es uno de los alelos de
actividad nula mas encontrado en asiaticos, con una frecuencia de 2—7%. Mientras que en
poblacién africana presenta una frecuencia promedio de 3.9%, y en caucésicos europeos 2.6%
(Ishiguora, 2004). En poblacién mestizo mexicana se tiene reportada una frecuencia de 2.7%
(Lopez, 2005). Sujetos homocigotos para estos tres polimorfismos se espera que presenten un
fenotipo PM. En poblacion oriental el alelo mas comun es CYP2D6*10, identificado por una
transicion de CiggT, resultando en el cambio del aminoacido Proz,Ser, que origina una enzima
inestable y con actividad reducida, con una frecuencia de 38-70%, mientras que en los
africanos el alelo CYP2D6*17 presenta una frecuencia de 34%; ambas variantes muestran
actividad reducida, lo que se correlaciona con el fenotipo IM (Nakamura, 1985; Abraham,
2001).

Estudios sobre los polimorfismos de CYP2D6 en poblacién hispana son de particular
relevancia, ya que dicha poblacién crece cada vez mas, en especial en los Estados Unidos. Se
ha reportado que la prevalencia de PMs en hispanos va de 2.2-6.6% (Bernard, 2006). En
amerindios tepehuanos del estado de Durango se reporté una frecuencia alélica para
CYP2D6*4 de 0.6%, y una frecuencia de PMs de practicamente cero (Sosa, 2006). En la Tabla
4 se muestran frecuencias reportadas de PMs y de los alelos de CYP2D6 para otras

poblaciones.
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Tabla 4. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de CYP2D6, asi como la frecuencia de

metabolizadores lentos y ultra rapidos, en diversas poblaciones a nivel mundial.

Poblacién N *3 *4 *5 *10 PM% UM% Referencia
Caucasica
Norte América 143 14 199 21 8.0 4.2 ND  Wan, 2001
208 10 175 3.8 1.9 2.0 2.0 Gaedigk, 1999
Espafia 258 12 116 1.6 ND 5.0 1.0 Agundez, 1994
Alemania 195 1.0 195 4.1 2.0 0 1.6 Griese, 1998
589 2.0 20.7 20 1.5 0.1 1.5 Sacase, 1997
Negra
Gahana 193 0 7.0 0.6 3.1 0 1.6 Griese, 1999
Tanzania 106 0 0.9 6.1 3.8 0.9 3.3  Wennerholm, 2001
Etiopia 122 0 1.2 3.3 8.6 1.8 29 Akillu, 1996
Asiatica
Norte América 154 0.3 7.8 6.2 7.5 1.3 ND Wan, 2001
193 0.3 7.5 6.2 3.9 2.3 1.3 Gaedigk, 2001
China 127 0.8 1.2 ND 70 1.6 ND  Wang, 1993
179 1.0 <0 5.7 50 ND 1.0 Ling, 2002
Japon 206 ND ND 45 38.1 ND 0 Nishida, 2000
98 ND 0.5 6.1 408 1.02 0 Tateishi, 1999
Amerindia

México Americanos 349 <1 103 23 7.4 3.2 1.0 Mendoza, 2001
Ngawbel (Panama) 105 0 17.1 0 175 4.4 ND  Jorge, 1999
Embera (Colombia) 136 0 14 0 6.9 2.2 ND  Jorge, 1999
Mapuche (Chile) 84 0 36 4.2 1.8 ND ND  Mufioz, 1998
Mestizos Mexicanos 243 1.4 112 27 124 10 6.5 Lépez, 2005

ND = No determinado (Tomada de Abraham, 2001; Bradford, 2002)

También se han observado diferencias en las frecuencias de individuos UM
dependiendo del origen étnico de la poblacion (Lopez, 2004). Los etiopes presentan la
frecuencia mas alta (29%) de duplicaciones de CYP2D6 descrita hasta el momento (Bernal,
1999). En los arabes sauditas, la frecuencia es de 20%; en caucasicos es relativamente baja,

de 1-2%, a excepcion de los espafoles, con 7-10% (Bernal, 1999; Strachan, 2006).

El fenotipo UM afecta al 5.5% de la poblacion del oeste de Europa (Bernal, 1999). Se
han reportado frecuencias del 10% en poblaciones de Italia y Turquia, mientras que en Europa
del Norte es poco frecuente (1-2%) y, basicamente, ausente en Asia (< 1%) (Ingelman, 2005).
En mestizos mexicanos se tiene reportada una frecuencia de UMs de 6.5%. En poblacién

amerindia existen muy pocos estudios respecto a este fenotipo (L6épez, 2005).

32



Generalidades

En general, las duplicaciones del gen CYP2D6 ocurren con varios alelos, incluyendo
*1,%2, *4, *6, *10, *17, *29, *35,*41, *43 y *45. La frecuencia de las duplicaciones del gen varian
entre 10% y 50% en algunos grupos étnicos, incluyendo algunas poblaciones de Arabia, el este

de Africa y del Pacifico, mientras que en Europa oscilan entre 1 y 5% (Zanger, 2008).

2.4.5. Genotipificacién

El DNA es una macromolécula formada por cuatro nucleétidos cuyas bases
nitrogenadas son: adenina, guanina, citosina y timina. Estas bases forman cadenas
polinucleotidicas antiparalelas mediante enlaces fosfodiéster, en donde el residuo de azlcar es
la desoxirribosa. Las cadenas estan unidas entre si por puentes de hidrogeno formados por el
apareamiento de las bases nitrogenadas. El DNA contiene la informacién genética organizada
en genes, que constituyen el genoma y se encuentran en todas las células ecuariotas
nucleadas. Los genes estan presentes como una secuencia de bases en el DNA y son los
elementos de informacién que codifican la secuencia de aminoacidos de una proteina, con la

participacion del RNA que actia como molécula intermediaria (Strachan, 2006).

El primer requisito para el estudio molecular del genoma es que el DNA se encuentre
libre de otros compuestos celulares. Sin importar la técnica utilizada para su obtencion, el DNA
nunca tendra la longitud nativa que presenta en las células. La manipulacién provocara
rupturas aleatorias, pero con suficiente precaucion, la longitud de los fragmentos de DNA
obtenidos sera aproximadamente la centésima parte de la longitud total de un cromosoma
(Sambrook, 1989).

La genotipificacion involucra la identificacién de mutaciones genéticas definidas que dan
origen a los diferentes fenotipos en el metabolismo de farmacos. Dichas mutaciones incluyen
alteraciones genéticas que conllevan a una sobre expresion (multiples genes), ausencia (alelo
nulo) o produccion de una proteina mutada cuya capacidad catalitica esta reducida (alelo
inactivante) (Abraham, 2001).

El DNA aislado de linfocitos puede ser utilizado en la genotipificacion. Existen dos

métodos muy comunes:
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1. PCR-RFLP: Se amplifica la region especifica del DNA mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), seguida de la digestion del producto amplificado con
endonucleasas de restriccion. El tamafio de los fragmentos de restriccion se evalGan
mediante electroforesis en geles, de agarosa o poliacrilamida, tefiidos con bromuro de

etidio y observados en transiluminador UV (Strachan, 2006).

2. PCR alelo—especifico: Oligonucleétidos especificos para la hibridacion de las variantes
alélicas son utilizados para reacciones de amplificaciébn paralelas. El andlisis de la
presencia o ausencia del producto amplificado se realiza en electroforesis de gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio y observado en transiluminador UV (Strachan,
2006).

Existen otros métodos que también permiten la genotipificacion del DNA, como las
micromatrices o chips de DNA, que ayudan al analisis simultdneo del espectro de los genes
que participan en la respuesta a los farmacos (Lopez, 2004). El desarrollo de las micromatrices
es el resultado de avances importantes en nanotecnologia y miniaturizacion de los procesos de
sintesis, marcaje y colocacion de un gran numero de moléculas sobre superficies sélidas (Hou,
1996; McKinnon, 2000).

2.4.6. Fenotipificacién

La fenotipificacion evalGa la funcibn enzimatica y es una via para identificar los
fendmenos en la variabilidad del metabolismo de farmacos. Para esto se requiere de una
cantidad de farmaco conocida, asi como su metabolismo, y debe depender exclusivamente de
la enzima CYP2D6. La excrecion del compuesto original y/o metabolito en orina permite

calcular el radio metabdlico, el cual mide la actividad individual de CYP2D6 (Abraham, 2001).

En un estudio de fenotipificacion, a los individuos se les administra una dosis oral
subterapéutica de un farmaco, y la orina es colectada en un periodo de 8 a 12 horas.
Posteriormente, se determina el radio metabdlico (RM) del compuesto original y sus
metabolitos trazando la frecuencia de distribucién en un histograma (L6pez, 2005). Un
polimorfismo es indicado por una curva de distribucion de frecuencia binomial con la antimoda

en las dos poblaciones. La antimoda sirve para separar los EM de los PM (Abraham, 2001).
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Para la fenotipificacion de CYP2D6 se utilizan los farmacos debrisoquina, esparteina,
dextrometorfano, metoprolol y codeina. La antimoda de la distribucion binomial de CYP2D6
varia en la poblacién desde = 0.01 a > 100, en caucésicos con fenotipo PM se presenta un
RMaebrisoquina > 12.6, RMesparteina > 20 0 RMgextrometorfano > 0.3; en fenotipos UM se presentan
RMaebrisoguina < 0.2, RMgparteina < 0.15. Por otro lado, el fenotipo EM corresponde a los valores de
RM entre los extremos de los valores de los fenotipos anteriores (Hou, 1996). El radio
metabolico es una funcion de factores como la aclaracion renal de farmacos, ademas de la
actividad de la enzima (Abraham, 2001). Factores ambientales pueden modificar estas
variables, las cuales pueden aumentar las diferencias en la antimoda del radio metabdlico entre

diferentes grupos étnicos (Hou, 1996).

La fenotipificacién tiene algunas desventajas, se obstaculiza por riesgo de efectos
adversos del farmaco, problemas con la asignacion de un fenotipo incorrecto debido a una
co—administracion de otros farmacos y confusion de los efectos en presencia de enfermedades
(Linder, 1997).

2.4.7. Induccion e Inhibiciéon

La quinidina es el mas potente inhibidor de CYP2D6. La quinina, que es un
diastereoisémero de la quinidina, es cien veces menos potente, sin embargo, no es un sustrato
de CYP2D6. Una dosis oral de 200 mg de sulfato de quinidina es suficiente para convertir a
casi todos los metabolizadores extensos en metabolizadores pobres. La fluoxetina, paroxetina y
propofenona también son potentes inhibidores de CYP2D6 (Liska, 1998). Se ha observado en
mujeres EM cerca de un 33% de reduccion en el RM de debriosoquina cuando utilizan
anticonceptivos. Durante el ciclo menstrual, se observa una disminucién insignificante en el RM

de debrisoquina en la fase luteal comparada con la fase preovulatoria (Ingelman, 2005).

Se ha observado que fumar y la ovariectomia inducen la actividad de CYP2D6 pero solo
en menor grado. Sin embargo, hay evidencia de que el embarazo tiene una gran influencia en
la actividad de la enzima (Liska, 1998). Una de los aspectos importantes a resaltar es la
capacidad que tienen algunos farmacos para inducir diversos citocromos P450. A diferencia de
otros citocromos, CYP2D6 no se ve afectado por los inductores enzimaticos clasicos como el
fenobarbital (Abraham, 2001).
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2.4.8. Importancia clinica

La familia CYP2 est& constituida por el mayor nimero de miembros organizados en mas
de 20 subfamilias. Dentro de la subfamilia CYP2D se localiza CYP2D6 o
debrisoquina/esparteina 4-hidroxilasa (Bertilsson; 2002). Se trata posiblemente del citocromo
mas popular entre la comunidad cientifica debido a su expresion polimérfica y la influencia de
sus multiples variantes sobre su actividad enzimatica, dando origen a las diferencias fenotipicas

gue determinan los fenotipos metabolizadores UM, EM, IM y PM (Hersberger, 2000).

Como se ha mencionado anteriormente, la frecuencia de aparicion de las formas
polimérficas varia notablemente entre individuos y diferentes grupos étnicos (Lépez, 2004). En
muchos casos el metabolismo deficiente de un farmaco por una via polimérfica ha generado
alteraciones en sus parametros farmacocinéticos, disminucion de su eficacia terapéutica o un
mayor riesgo de aparicion de efectos adversos y/o téxicos entre la poblacion, asi mismo se ha
encontrado una asociacion entre metabolizadores lentos y la etiopatologia de varios tipos de
cancer, lupus eritematoso, enfermedad de Parkinson, entre otras (Lares, 2001; Scordo, 2002).
Las variantes alélicas que codifican para enzimas defectuosas no causan directamente la
patologia pero pueden incrementar la sensibilidad de los individuos a efectos dafinos hacia los
farmacos (Ingelman, 2005). Otros polimorfismos representan mecanismos de defensa contra
ciertas enfermedades como la malaria y la tuberculosis. Se piensa que la variabilidad de este
sistema ha ayudado a las poblaciones a sobrevivir grandes epidemias debido a bacterias (Daly,
2003).

Si la esparteina y debrisoquina fueran los Unicos farmacos metabolizados por CYP2D6,
el estudio de sus polimorfismos hubiera sido teérico porque éstos no son considerados
farmacos esenciales. Sin embargo, estudios posteriores identificaron una gran variedad de
compuestos, estructuralmente diferentes, que son metabolizados por la enzima CYP2D6
(Tabla 5) (Abraham, 2001).
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Tabla 5. Sustratos de CYP2D6.

Antihipertensivos

Alprenolol
Carteolol
Indoramina
Nitrendipina

Antiarritmicos
Amiodarona
Flecainida

Antidepresivos
Amiflavina
Clomipramina
Fluvoxamina
Moclobemida
Tomoxetina

Neurolépticos
Clozapina
Perfenazina
Tioridazina

Opiaceos
Codeina
Hidrocodona

Quimioterapéuticos

Clotrimazol
Primetamina
Sulfasalazina

Antihistaminicos

Azelastina

Otros
Apigenina

Dihidroergotamina

Serotonina

Bufuralol
Clonidina
Losartan
Oxiprenolol

Aprindina
Mexiletina

Amitriptilina
Desipramina
Imipramina
Nefazodona
Tranilcipromina

Haloperidol
Pimozida
Zuclopentixol

Dihidrocodeina
Norcodeina

Doxorubicina
Rifampicina

Cinarizina

Budesonida
MDMA (éxtasis)
Tacrina

Bunitrolol
Debrisoquina
Metoprolol
Propranolol

Encainida
Procainamida

Brofaromina

Desmetilcitalopram

Maprotilina
Nortriptilina
Trimipramina

Levomepromazina

Risperidona

Dextrometorfano
Oxicodona

Ketoconazol
Ritonavir

Loratadina

Ciclobenzaprina

Metoxiamfetamina

Tamoxifen

Bupranolol
Guanoxano
Nimodipina
Timolol

Esparteina
Propafenona

Citalopram
Fluoxetina
Minaprina
Paroxetina
Venlafaxina

Olanzapina
Sertindola

Etilmorfina
Tramadol

Mefloquina
Roxitromicina

Prometazina

Dibucaina
Quercetina

(Tomada de Abraham, 2001)

Aunque CYP2D6 esta relativamente de forma minoritaria en el higado (1.5% del total de
citocromos), metaboliza hasta el 25% de los farmacos utilizados actualmente en la préactica
clinica y muchos de estos fArmacos tienen su sitio blanco dentro del sistema nervioso central
(Figura 14) (Kroemer, 1995; Abraham, 2001).
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Los polimorfismos de CYP2D6 representan un excelente ejemplo tanto para conocer las
implicaciones clinicas potenciales de la farmacogenética, como para saber el proceso por el
cual dicha disciplina llevé desde el fenotipo hasta el entendimiento del mecanismo molecular a

nivel de genotipo (Weinshilboum, 2003).

Ademdas son clinicamente importantes para antidepresivos triciclicos, algunos
neurolépticos, antiarritmicos, antihipertensivos, f—bloqueadores y derivados de morfina. En el
caso de los antidepresivos triciclicos, los fenotipos PM y UM presentan el mayor riesgo de

reacciones adversas (Abraham, 2001).

Debido al alto caracter polimérfico del gen CYP2D6, la enzima CYP2D6 es también sitio
de un numero de interacciones farmacolégicas in vivo. Los sustratos con alta afinidad por la
enzima se unen fuertemente a ella e inhiben el metabolismo de otros compuestos de baja
afinidad. Dichas interacciones ocurren frecuentemente tanto en metabolizadores extensos
como pobres. Con este conocimiento se puede anticipar las interacciones farmacocinéticas con

el siguiente razonamiento:

Si la droga A afecta la enzima P450 X y si ésta metaboliza los farmacos B, Cy D,

entonces la droga A afectara el metabolismo de los farmacos B, C y D.

Este razonamiento también se usa para decidir qué farmacos se desarrollaran y eliminar

asi las interacciones entre ellos (Abraham, 2001).

La importancia de la determinacion del polimorfismo de CYP2D6 es el valor clinico para
predecir las respuestas inadecuadas o adversas a ciertos agentes terapéuticos y, asi, predecir
o prevenir el riesgo de enfermedades relacionadas con la exposicion ocupacional o ambiental
(Marez, 1997; Abraham,2001).
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2.5. De la Farmacogenética a la Farmacogendmica

2.5.1. Antecedentes

En 1957, Motulsky fue el primero en sugerir que ciertas reacciones adversas a los
medicamentos podrian ser causadas por variaciones, determinadas genéticamente, en la
actividad del metabolismo a nivel hepético. Poco después, Vogel en 1959 acufié el término
Farmacogenética para describir la relacién entre la constitucién genética de un individuo y la
terapia farmacoldgica (L6pez, 2004). Por lo tanto, esta disciplina estudia las variaciones
genéticas responsables de las diferencias individuales en la respuesta a los farmacos y
xenobidticos. Posteriormente, el término Farmacogenética se amplié al de Ecogenética, para
abarcar las diferencias genéticas que determinan la susceptibilidad de los individuos a la accion

de agentes fisicos, quimicos y biol6gicos del ambiente (Nebert, 1997).

2.5.2. Farmacogendmica

En el pasado, los estudios de eficacia y seguridad de los farmacos se desarrollaron en
el supuesto de una persona promedio, ignorando el hecho de que los seres humanos muestran
una diversidad genética extraordinaria (Housman, 1988). Durante 1994, en Estados Unidos se
estima que se presentaron mas de dos millones de pacientes hospitalizados a causa de serias
reacciones adversas a farmacos resultando en 106,000 muertes. Estos datos situan a las

reacciones adversas como la 52 causa de muerte en ese pais (Lazarou, 1998).

La farmacogenética se ha convertido en farmacogendémica como resultado de los
recientes avances en la gendémica y la bioinforméatica. La farmacogenética se refiere al estudio
de un solo gen, mientras que la farmacogendmica abarca el estudio del genoma completo
(Tian, 2007). También se ha propuesto que ésta Ultima comprende ambitos superiores al DNA,
tales como el RNA o las proteinas, y esta mas relacionada con el desarrollo de farmacos que la
farmacogenética, ya que su principal objetivo es estudiar las bases genéticas de la variacion
individual en la repuesta a los farmacos, asi como identificar objetivos moleculares para el

disefio y desarrollo de los mismos (Mancinelli, 2000).
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La farmacogenética integra a la bioquimica y a la farmacologia con el fin de encontrar
biomarcadores fenotipicos, con caracterizacion genética mediante estudios de asociacion. Por
otro lado, la farmacogendmica aprovecha las técnicas gendmicas tales como la secuenciacion
de DNA, mapeo genético y la bioinformatica para permitir a los investigadores identificar las
bases genéticas de la variacién interindividual e interracial en la eficacia de los farmacos, su
metabolismo y transporte. Una vez dentro del organismo, cada farmaco interactia con
proteinas de transporte, enzimas metabolizadoras y diversos tipos de receptores. Todas estas
proteinas van a determinar la absorcion, distribucion, excrecién, sitio blanco y respuesta

farmacolégica (Mancinelli, 2000).

2.5.3. Proyecto Genoma Humano

La secuencia del genoma humano ha establecido que el 99.9% del DNA es
practicamente idéntico en todos los individuos. La diferencia se debe a variaciones genéticas
como el tamafio de secuencias repetidas, supresiones, inversiones, inserciones v,
particularmente, los SNPs. Dichas variaciones pueden explicar la susceptibilidad genética a
varias enfermedades, asi como las diferencias individuales en las respuestas farmacologicas
(Wallace; 1999).

Se espera que el impacto del genoma humano en las ciencias farmacéuticas potenciara
positivamente sus estrategias, asi como la practica médica tradicional (Wallace, 1999). El
principal esfuerzo es entender el significado de la variacion genética de los genes implicados
en el metabolismo de farmacos. Asi como la aplicacion de la tecnologia gendmica para el
desarrollo de farmacos y modelos terapéuticos disefiados para lograr ensayos clinicos mas
exitosos, terapias mas efectivas y menos téxicas, y la disminucién de los costos (Destenaves,
2000).
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Objetivos

3. OBJETIVOS

3.1. General

» Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de CYP2D6*3, *4, *5 y *10 en una muestra

de 124 individuos de poblacién maya; mediante técnicas de biologia molecular, con la

finalidad de establecer la homogeneidad génica de la poblacién maya.

3.2. Particulares

» Inferir la frecuencia de metabolizadores lentos en poblacion maya en base al genotipo.

» Comparar las frecuencias obtenidas en la poblacién maya con las reportadas para poblacion

mestizo mexicana.

» Comparar las frecuencias obtenidas con lo reportado para otras poblaciones.
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Hipotesis

4. HIPOTESIS

Existe gran variacién interindividual en la respuesta a los medicamentos en donde, en el

mejor de los casos, la eficacia al tratamiento es de un 80% (Spear, 2001).

En 1998 Lazarou y colaboradores, reportaron una incidencia de hospitalizaciones de
6.7% en poblacion estadounidense, con un 0.32% de decesos debido a reacciones adversas a
medicamentos. Lo anterior coloco a las reacciones adversas a medicamentos entre la cuarta y

sexta causa de muerte en esta poblacion.

La genotipificacion no solo incluye metabolizadores lentos, sino también a
metabolizadores extensos o normales ya que de la interpretaciéon de los resultados se
desprenden los sujetos con genotipo homocigoto normal, heterocigoto y homocigoto para la
variacion, de los que este ultimo seria metabolizador lento (Hou, 1996).

Debido a la variabilidad genotipica de CYP2D6, es importante estudiar la frecuencia de
sus polimorfismos en poblaciones indigenas mexicanas, ya que podria tener importantes
implicaciones terapéuticas en el uso de los farmacos que son sustratos de CYP2D6 vy tienen
una estrecha ventana terapéutica. Este estudio también contribuye al conocimiento de la

estructura genética de la poblacién mexicana.

Se espera que las frecuencias genotipicas y alélicas de CYP2D6*3, *4, *5 y *10 en la

poblacion maya sean menores a lo reportado para poblacion mestizo mexicana.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Muestras Bioldgicas

5.1.1. Muestras de Estudio

Se estudi6 una poblaciéon maya, cuyas muestras fueron donadas por el Dr. Ramon Coral
del Departamento de Genética del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las muestras proceden
de familiares de pacientes que acuden a clinicas rurales en el estado de Yucatan y que son
referidos a un hospital de concentracion en Mérida. El 100% de la poblacion estudiada son
individuos aparentemente sanos, tienen dos apellidos mayas, son de padres y cuatro abuelos
mayas, hablan maya y todos tienen el grupo sanguineo O Rh*. Todos los individuos estudiados
aceptaron participar en el estudio, previo consentimiento informado. La poblacion total consta
de 124 muestras de DNA cromosomico, 100 mujeres y 24 hombres, con una edad promedio de
22.83 afios y un intervalo de 0 a 44 afios.

5.1.2. Muestras Control

La poblacion maya se comparé con una poblacibn mestizo mexicana, previamente
estudiada en el Departamento de Neurogenética del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”, que consta de 372 muestras de DNA cromosoémico
extraido a través de sangre venosa periférica, 204 mujeres y 168 hombres, con una edad
promedio de 27.6 afios y un intervalo de 16 a 66 afios. La mayoria de estos individuos son
donadores del banco de sangre de este instituto, de los cuales se manej6 la muestra en forma
anénima, y el resto son conyuges de los pacientes que acuden a consulta y aceptaron donar

una muestra de sangre, previo consentimiento informado.
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5.2. Toma de muestra

En condiciones asépticas y con material nuevo y estéril, se tom6é una muestra de
aproximadamente 20mL de sangre venosa periférica en tubos vacutainer con solucion
anticoagulante ACD (acido citrico—dextrosa). El citrato actia como anticoagulante al unirse al
calcio (Ca*") formando complejos solubles, inhibiendo asi el factor IV de la cascada de
coagulacién. La dextrosa funge como conservador y permite que la sangre pueda almacenarse

hasta por 7 dias a 4°C sin alterar las estructuras celulares presentes en la misma (Figura 16).

Figura 16. Toma de muestra por puncién venosa.

Tomada en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

5.3. Lisis de glébulos rojos y obtencion de leucocitos

Para la obtencion de leucocitos primero se homogeniza la muestra de sangre, que debe
ser tomada en tubos vacutainer ACD, y se transfiere a un tubo cénico de 50mL. Este tubo se
llena con amortiguador de lisis de células rojas (RCLB) y se nivela con otro tubo. Se agita
suavemente durante 10 minutos para homogenizar y se centrifuga a 5000 rpm a 4°C durante

10 minutos.

Posteriormente, se elimina con vacio la mitad del sobrenadante (Figura 17), este lavado
con el amortiguador RCLB se repite 2 a 5 veces mas hasta obtener un boton de leucocitos libre
de eritrocitos. Cuando este boton de células se observa limpio, se elimina completamente el

sobrenadante, se seca y puede guardarse a —20°C hasta por un mes.
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Figura 17. Lisis celular.

Tomada en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

5.4. Extraccion y lavado de DNA por método de sales y fenol-cloroformo

Para realizar la extraccion del DNA del botén de leucocitos obtenido de la muestra de
sangre se adicionan 886uL de NaCl 5mM, 46puL de SDS 10% y 308uL de NaCl saturado.
Cuando se adiciona cada uno de éstos reactivos es necesario resupender cuidadosamente con
una pipeta de tranferencia para homogenizar adecuadamente la muestra, cuidando que no se

forme espuma durante el proceso.

Poesteriormente se transfiere todo el contenido a un tubo cénico de 15mL y se
centrifuga a 5000 rpm a 4°C durante 20 minutos. Se recupera el sobrenadante en otro tubo
15mL nuevo y se desecha el botén. Se adiciona al sobrenadante un volumen igual de la
solucion fenol—cloroformo—alcohol isoamilico y se agita suavemente a mano durante
10 minutos. Luego se entrifuga nuevamente a 500 rpm y 4°C por 10 minutos, y se transfiere la
fase acuosa (superior) a un nuevo tubo, teniendo cuidado de no llevarse restos celulares de la
interfase, y se desecha el resto. A este sobrenadante se le agrega un volumen igual de la
solucion cloroformo—alcohol isoamilico y nuevamente se agita a mano por 10 minutos. Se
centrifuga a 4°C, 5000 rpm por 10 minutos y se recupera nuevamente la fase acuosa (superior)

en un tubo nuevo sin arrastrar suciedad de la interfase.

A este sobrenadante se le adiciona un volumen igual de isopropanol frio o 2 volimenes
de etanol frio, y se agita suavemente para precipitar el DNA. En estas condiciones la muestra
de DNA precipitado puede guardarse hasta un dia a —20°C.
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Posteriormente se recupera el DNA precipitado con una pipeta pasteur con punta de
gancho, se enjuaga dos o tres veces con etanol al 70% para eliminar las sales precipitadas y se

dejar secar hasta que esté traslucido.

Una vez seco, se Introduce la punta de la pipeta pasteur con el DNA en un microtubo de
1.5mL, con la cantidad suficiente de agua inyectable estéril para disolverlo, y se deja en estas
condiciones durante 1lhr aproximadamente. Luego se retira la pipeta pasteur, se cierra el
microtubo y se incuba a 50°C durante lhr para disolver completamente el DNA. Al finalizar la

incubacién la muestra de DNA se guara a —20°C hasta su uso.

5.5. Cuantificacién de DNA cromosdmico

Todas las muestras de DNA cromosomico de poblacion maya se cuantificaron por
espectrofotometria para determinar su concentracion. El primer paso para la cuantificacion es
preparar una dilucion de la muestra de DNA cromosomico 1:100. A 495uL de agua inyectable
estéril se le adicionan 5uL de DNA gendémico y se homogeniza adecuadamente en vortex.

Para realizar las lecturas se debe encender la ldAmpara de UV del espectrofotémetro, se
selecciona la longitud de onda a 260nm y se calibra utilizando agua inyectable estéril como
blanco en una celda de cuarzo. La dilucién de la muestra de DNA se coloca en otra celda y se
realiza la lectura a 260 y 280nm. Con estas lecturas se calcul6 la concentracidén y pureza cada

una de las muestras de DNA.

5.6. Andlisis de integridad del DNA cromosomico por electroforesis en gel de agarosa

Primero se monta y nivela el portagel de la cAmara de electroforesis, luego se prepara
una soluciéon de agarosa al 0.8% con amortiguador TBE 0.5X y se calienta hasta que esté
completamente homogénea. Esta solucién de agarosa se agrega en el portagel de la camara,
se coloca el peine y se deja reposar hasta que polimerice. Se retira el peine y se coloca el gel
dentro de la cAmara con amortiguador TBE 0.5X. Para cargar las muestras en el gel se deben
mezclar 2uL de DNA cromosomico con 1uL de colorante de carga. El gel debe cargarse

cuidadosamente para no perforar los pocillos del mismo. La electroforesis se realiza a un
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voltaje continuo de 100V durante 1hr. Al finalizar se retira el gel de la camara y se tifie con una
solucion de bromuro de etidio (10 mg/mL) por 8-10 segundos. El exceso de bromuro de etidio
se elimina sumergiendo el gel en agua durante 20 minutos. El gel se observa en el
transiluminador de luz ultravioleta. EI DNA integro se observa como una banda en la parte

superior de los pozos del gel.

5.7. Amplificacién por PCR convencional y genotipificacién de CYP2D6*3, CYP2D6*4 vy
CYP2D6*10

Para la amplificacion y genatipificacion de los alelos CYP2D6*3, CYP2D6*4 vy
CYP2D6*10 se empleé la técnica de PCR-RFLP, que consiste, primero en la amplificacion de
la regidn de interés mediante la técnica de PCR seguida de una digestién con enzimas de
restriccion especificas. La combinacion de ambas técnicas permitié identificar los genotipos
homocigoto silvestre o normal, heterocigoto y homocigoto anormal para cada uno de los

polimorfismos.

La amplificacion de los alelos CYP2D6*3 y *4 se realizé de acuerdo a la técnica de
Schur, 2001 con ciertas modificaciones, mientras que alelo CYP2D6*10 se trabajé segun
Sachse, 1997. Para llevar a cabo las reacciones de amplificacién se utilizaron oligonucleétidos

especificos para cada polimorfismo (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la amplificacién

de los polimorfismos 2D6*3, *4, y *10.

Oligonucleétidos* Secuencia Tamafio
CYP2D6*3
2D6*3 A 5'- GAT GAG CTG CTAACTGAGCC-3' | 20pb
2D6*3 B 5'-CCCAGAGCATACTCGGGAC-3 | 19pb
CYP2D6*4
2D6*4 A 5'—-GCC TTC GCC AAC CACTCCG -3 19 pb
2D6*4 B 5'-AAATCC TGC TCTTCCGAG GC-3' | 20pb
CYP2D6*10
2D6*10 A 5 -TCAACACAGCAGGTTCA-3 17 pb
2D6*10 B 5'-CTGTGG TTT CACCCACC-3 17 pb

*NOTA: La secuencia y ubicacion de los oligonucleétidos esta dada de acuerdo a la secuencia del gen CYP2D6.
(Cdédigo de acceso GeneBank No. M33388)
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Para los tres polimorfismos se utilizé la misma mezcla de PCR. A cada reaccion se le
adicionan de 1-3uL de DNA cromosOmico a una concentracion de 200-400 ng/uL, de cada
oligonucledtido se adiciona 1pL a una concentracion de 100 ng/uL, 5uL de Taq PCR Master
Mix Kit QIAGEN (2.5 U de Taq DNA polimerasa, amortiguador 1X QIAGEN PCR, 1.5 mM MgCl,
y 200 uM de cada dNTP), 0.6uL de DMSO al 5% y H,O grado inyectable hasta un volimen de
12uL.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en termociclador Eppendorf Master Cycler

Gradient. Las condiciones de reaccién para cada polimorfismo se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de la reaccion de PCR para cada polimorfismo.

Condiciones de reaccién
Polimorfismo | pesnaturalizacion | Desnaturalizacién, alineamiento | Extensién

L L ; Ciclos
Inicial y extension final
. 94° 1 min, 58° 1 min .
* o L 1 o
CYP2D6*3 94°C, 5 min 72° 1:30 min 72° 10 min 40
. 94° 1 min, 60° 1 min .
* o ’ ’ o
CYP2D6*4 94°C, 5 min 290 1:30 min 72° 10 min 30
CYP2D6%10 94°C, 3 min 94° 30 seg, 58° 30 seg, 72°10min | 40
72° 1:30 min

Los productos de PCR de los polimorfismos CYP2D6*3, *4 y *10 se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para identificar los productos de PCR de cada

polimorfismo se utiliz6 un marcador de peso molecular con un patrén de bandas de 100 pb.

5.7.1. Restriccidn enzimatica.

Después de la amplificacion, los productos de PCR se sometieron a digestion con
enzimas de restriccion especificas para cada polimorfismo. Las reacciones de digestion se
incubaron a 37°C para obtener los fragmentos de restriccién especificos para cada genotipo de
cada uno de los polimorfismos (Tabla 8). Las condiciones de la reaccién de digestion para cada

polimorfismo se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 8. Enzimas de restriccion y RFLPs generados para cada genotipo

de los polimorfismos 2D6*3, *4 y *10.

Genotipos CYP2D6*3 CYP2D6*4 CYP2D6*10
Enzima de restriccién Mspl Mval Hphl
Secuencia de reconocimiento 5-C|CGG -3 5 -CCI(AIT)GG -3 | 5 -GGTGA(N)g| - 3
Homocigoto silvestre (wt/wt) 188, 82 pb 250, 105 pb 362, 71 pb
Heterocigoto (wt/m) 188,168, 82, 20 pb [ 355, 250, 105 pb 362, 262, 100, 71 pb
Homocigoto anormal (m/m) 168, 82, 20 pb 355 pb 262, 100, 71 pb

Tabla 9. Condiciones para cada reaccion de digestion de los polimorfismos *3, *4 y *10.

Reactivo [Concentracion] CYP2D6*3 CYP2D6*4 CYP2D6*10
Producto de PCR 2D6*3 10 L
Producto de PCR 2D6*4 10 pL
Producto de PCR 2D6*10 10 uL

Mspl [10 U/ pL] 0.1pL
Mval [10 U/ pL] 0.2 L
Hphl [10 U/ pL] 0.2 L
BSA [0.1%] 0.3 uL
Amortiguador 10X T 1.5uL
Amortiguador 10X R 2 uL
Amortiguador 10X B 2 uL
Agua grado inyectable Aforar a 15 pL | Aforar a 20 pL | Aforar a 20 pL

Al finalizar la incubacion, los fragmentos de restriccion 6 RFLPs se analizaron por
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 4.5% para los alelos CYP2D6*4 y
CYP2D6*10, y al 8.5% para el alelo CYP2D6*3. Para identificar los genotipos correspondientes

también se utilizé6 un marcador de peso molecular.

La metodologia para la preparacidon de los geles de poliacrilamida y la digestion

enzimatica fue la siguiente:

Preparacion de geles de poliacrilamida

En un vaso de precipitado se mezcla con agitaciébn constante acrilamida al 40%,
amortiguador TBE 10X, persulfato de amonio 10%, TEMED y agua desionizada*. La mezcla se
Inyecta en el medio de dos vidrios para electroforesis vertical, previamente lavados y secos, y

acoplados con separadores. Se coloca el peine y se deja polimerizar el gel durante un minimo
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de 30 minutos. Luego se monta en la camara de electroforesis y se llenan los compartimentos

de la misma con amortiguador TBE 1X.

*NOTA: La cantidad de cada uno de los reactivos dependera de la concentracion final del gel de poliacrilamida. Para
CYP2D6*3 se utiliza un gel al 8.5% y para CYP2D6*4 y *10 al 4.5%.

Digestion enzimética

La mezcla de digestion se realiza de acuerdo al polimorfismo que se esté trabajando*,
en un microtubo de 0.5 o 1.5mL, segun sea necesario. Se adicionan 10uL de mezcla a cada
una de las muestras amplificadas y se homogenizan suavemente con micropipeta sin formar

burbujas. Se centrifuga un pulso todos los microtubos y se incuban durante 3—4hrs a 37°C.

*NOTA: Ver Tabla 9 para las condiciones de reaccion de cada polimorfismo.

Al término de la incubacion, se adicionan 10uL de colorante de carga a cada muestra y
se homogenizan con micropipeta. Se toma todo el volumen de cada muestra (30uL) y se
deposita en uno de los pocillos del gel. Finalmente, se mezclan 2uL de marcador de peso
molecular de 100 pb con 1uL de colorante de carga y se deposita en un pozo del gel. La

camara se cierra y se realiza la electroforesis a 260—-280V durante 3hrs.

Terminando la electroforesis, se desmonta el gel de la camara y se separan
cuidadosamente los vidrios del gel para no romperlo. Se toma cuidadosamente y se tifie con
bromuro de etidio en solucién por 8-10 seg. Se enjuaga el exceso de bromuro con agua y se

visualiza en transiluminador de luz UV.

5.8. Amplificacién por PCR alelo—especifico y genotipificacion de CYP2D6*5

Para la identificacion del polimorfismo CYP2D6*5 se emple6 la metodologia de acuerdo
a Hersberger, 2000 donde se llevd a cabo la combinacion de dos reacciones de PCR
simultdneas, una para la deteccién de la delecion del gen CYP2D6 y otra para detectar la
region 22q13 como control positivo de la amplificacion, cada una con un par de oligonucle6tidos
especificos (Tabla 10). Los productos de PCR se analizaron directamente por electroforesis en

gel de agarosa al 0.8% con amortoguador TBE 0.5X durante 2 hrs, utilizando un marcador de
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peso molecular con bandas de 1 kb. Posteriormente, el gel se tifie con bromuro de etidio y se

observa con luz ultravioleta. Un producto de PCR de 3.2 kb indica la delecion del gen CYP2D6

y un producto de 5.1 kb indica el alelo nhormal.

Tabla 10. Secuencia de oligonucleétidos usados para la amplificacion de CYP2D6*5.

Oligonucledtidos* Secuencia Tamafo
P13 5'- ACC GGG CAC CTG TAC TCC TCA -3 21 pb
P24 5'- GCA TGA GCT AAG GCACCC AGAC -3 22 pb
DPKup 5'- GTT ATC CCAGAAGGC TTTGCAGGC TTCA-3' | 28pb
DPKlow 5'- GCC GAC TGA GCC CTG GGA GGTAGG TA-3' 26 pb

*NOTA: La secuencia y ubicacién de los oligonuclettidos esta dada de acuerdo a la secuencia del gen CYP2D6.

(Cdodigo de acceso GeneBank No. M33388)

Las condiciones especificas de la reaccion de PCR para la genotipificacion del

polimorfismo CYP2D6*5 se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 11. Reactivos y condiciones de la reaccién de PCR—-alelo especifico

para la deteccion del polimorfismo CYP2D6*5.

Agua grado Inyectable

Reactivo [Concentracion] Cantidad
DNA [=400ng/ pL] 1-3puL
P13 [100 ng / pL] 0.4 pL
P24 [100 ng / pL] 0.4 pL
DPKup [100 ng / pL] 0.8 uL
DPKlow [100 ng / pL] 0.8 uL
E”Z'miea‘glz?g Long [5U/pL] 0.75 uL
dNTP's 10 mM 1.75 uL
DMSO [5%] 2.5uL
Amortiguador 10X #1 5uL

Aforar a 30 L

Condiciones de reaccion

. . Desnaturalizacién, hibridacion L .
Desnaturalizacion inicial ! Extension final | Ciclos
y extension

94° C 10 min 94° 1 min, 65° 30 seg, 68° 5 min 68° 10 min 35
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La ubicacion de los oligonucleotidos estd dada de acuerdo a la secuencia del gen
CYP2D6, con excepcion del oligonucleotido Dup, el cual esta localizado en la region intergénica
entre CYP2D7P y CYP2D6 (Neville, 2002; Fuselli, 2004).

5.9. Andlisis estadistico
La informacién obtenida de los sujetos de estudio se analizd con el test de chi—cuadrada

2 . : . L, .
( &), calculando los intervalos de confianza al 95%, y se compard con la poblacién mestizo

mexicana.
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6. RESULTADOS

6.1. Analisis electroforético del DNA cromosémico

Las integridad del DNA cromosémico de los individuos mayas y controles se evalu6 por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefliido con bromuro de etidio y visualizado con luz
ultravioleta. En la Figura 18 se muestra un gel en donde se observa la integridad del DNA

cromosomico de las muestras utilizadas.

Figura 18. DNA cromosoémico visualizado en gel de agarosa al 0.8% con luz UV.
En los carriles 1 a 5 se observa la banda caracteristica del DNA cromosémico integro.
Tomada en el Instituto Nacional Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

6.2. Andlisis espectrofotométrico del DNA cromosémico

Las muestras de DNA cromosémico de los mayas y controles estudiados se
cuantificaron por espectrofotometria de absorcion UV, encontrAndose una concentracion
promedio de 150-200 ng/uL y 250-400 ng/pL, respectivamente. La pureza promedio de las
muestras mayas y controles fue de 1.65 y 1.90, respectivamente. El valor éptimo de la pureza

va de 1.8-2.0, valores por fuera de este intervalo indican contaminacion de la muestra.
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6.3. Genotipificacién de los alelos CYP2D6*3, CYP2D6*4 y CYP2D6*10
Los productos de PCR de cada polimorfismo se identificaron en geles de agarosa
utilizando un marcador de peso molecular con un patrén de bandas conocido. La longitud de

los productos de amplificacién se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Productos de amplificacién de PCR para cada polimorfismo.

Polimorfismo | Producto de amplificacién

CYP2D6*3 270 pb
CYP2D6*4 355 pb
CYP2D6*10 433 pb

En el caso de CYP2D6*3 y CYP2D6*10, la presencia del polimorfismo genera un nuevo
sitio de corte para la enzima de restriccion, por lo que los fragmentos esperados para un
heterocigoto son las combinaciones de los fragmentos generados en un homocigoto normal y
un homocigoto anormal. Mientras que para CYP2D6*4 la presencia del polimorfismo elimina el
Unico sitio de corte que reconoce la enzima de restriccion; en consecuencia, un homocigoto

anormal presenta un fragmento con la misma longitud que el producto de PCR (Tabla 8).

En las Figuras 19A, 19B y 19C se muestran los genotipos encontrados para cada uno
de los polimorfismos de CYP2D6, que fueron identificados en geles de poliacrilamida al 4.5%
(CYP2D6*4 y CYP2D6*10) y 8.5% (CYP2D6*3).

6.4. Genotipificacion del alelo CYP2D6*5

Se identificaron dos fragmentos de amplificacion para el polimorfismo CYP2D6*5, uno
de 5.1 kb que representa el homocigoto silvestre o normal, y el segundo de 3.2 kb que
representa el homocigoto para la delecion completa del gen CYP2D6. En la Figura 19D se

muestra un gel de agarosa con los tres genotipos que presenta este polimorfismo.
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Figura 19. Fotografias de geles de acrilamida (A, B, C) y agarosa (D) con los genotipos obtenidos para cada
polimorfismo. Cada genotipo se identifica por el patron de bandas generado por la restriccién enzimatica.
A) CYP2D6*3, B) CYP2D6*4, C) CYP2D6*10, D) CYP2D6*5. M = marcador de peso molecular, w = homocigoto
silvestre, h = heterocigoto, m = homocigoto anormal, ¢ = producto de PCR.
Tomadas en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.
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6.5. Frecuencias genotipicas y alélicas de CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 y CYP2D6*10

Se caracterizaron los polimorfismos CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 y CYP2D6*10
en las 124 muestras mayas y en los 372 controles. A partir de los resultados obtenidos se
calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas. En las Tablas 13 y 14 se muestran las

frecuencias obtenidas.

Tabla 13. Frecuencias genotipicas en poblacién maya y control.

Genotipos CYP2D6 Fenotipo metabolizador Controles Mayas
esperado n % n %
Homocigoto normal *1/*1 Extenso (EM) 271 72.8 98 79
Heterocigoto *1/*3 Extenso (EM) 1 0.3 4 3.2
Heterocigoto *1/*4 Extenso (EM) 50 13.5 8 6.5
Heterocigoto *1/*5 Extenso (EM) 17 4.6 3 2.4
Heterocigoto *1/*10 Extenso (EM) 26 7 4 3.2
Heterocigoto compuesto *3/*10 Intermedio (IM) 0 0 1 0.8
Heterocigoto compuesto *4/*10 Intermedio (IM) 2 0.5 6 4.9
Homocigoto anormal *10/*10 Intermedio (IM) 2 0.5 0 0
Homocigoto anormal *3/*3 Lento (PM) 0 0 0 0
Homocigoto anormal *4/*4 Lento (PM) 2 0.5 0 0
Homocigoto anormal *5/*5 Lento (PM) 1 0.3 0 0

Tabla 14. Frecuencias alélicas en poblacién maya y control.

Alelos Controles Mayas

CYP2D6 n % n %
*1 273 73.4 90 72.6
*3 1 0.3 5 4.0
*4 52 14 14 11.3
*5 18 4.8 3 2.4
*10 28 7.5 12 9.7

Se calculé el equilibrio de Hardy—Weinberg (1 = p? + 2pq + g?) para cada polimorfismo y
se encontré que ambas poblaciones estan en equilibrio. En la poblacion maya se encontraron
frecuencias de 79%, 3.2%, 6.5%, 2.4% y 3.2% para los genotipos (), (*ha), (M), (Hs) y
(*1-0), respectivamente. También se encontré una frecuencia de 0.8% y 4.9% para los
genotipos heterocigotos compuestos (/10) ¥y (“+10), respectivamente. No se encontraron
homocigotos anormales para ningun polimorfismo. En cuanto a las frecuencias alélicas, para el
alelo normal *1 se obtuvo una frecuencia de 72.6%. El alelo no funcional *3, que se identifica
por la variacion del Az en el exén 5 de CYP2D6, presentd una frecuencia de 4%, mientras

que la variacion Gig34A, que identifica al alelo *4, presenté una frecuencia de 11.3%. Para el
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alelo *5, que representa la delecion completa del gen CYP2D6, se encontré una frecuencia de
2.4%. Por dltimo, para el alelo *10, identificado por la transicidon CiggT, Sse encontré0 una

frecuencia de 9.7% para el grupo grupo maya estudiado.

En la poblacién control se tienen frecuencias alélicas de 73.4%, 0.3%, 14%, 4.8% y
7.5% para los alelos *1, *3, *4, *5 y *10, respectivamente. Las frecuencias genotipicas para el
homocigoto normal (*/-) y los heterocigotos (/s3), (+s), (*s) y (o) soOn de 72.8%, 0.3%,
13.5%, 4.6% y 7%, respectivamente. Se encontrd una frecuencia de 0.5% para los genotipos

(*1+4), (*10) y (**10); y una frecuencia de 0.3% para el genotipo (°/ss).
Con los genotipos encontrados se puede inferir el fenotipo esperado en cada uno de los
individuos de estudio, tanto de la poblacién maya como de la poblacién control. Los fenotipos

esperados en base al genotipo se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Fenotipos metabolizadores encontrados para CYP2D6 en base al genotipo.

Fenotipo Controles Mayas
metabolizador n % n %
Extenso (EM) 365 98.2 117 94.3
Intermedio (IM) 4 1.0 7 5.7
Pobre o Lento (PM) 3 0.8 0 0

6.6. Analisis estadistico.

Se realiz6 una comparacion utilizando la prueba estadistica de .l“z entre la poblacion
maya estudiada y la poblacion control para ver si existe diferencia significativa entre portadores
y no portadores para cada uno de los polimorfismos de CYP2D6 estudiados, asi como para sus
respectivos genotipos. En la Tabla 16 se muestran los resultados de la prueba ,-E”z realizada,
mientras que en la Tabla 17 se observa la comparacion de la poblacién maya con respecto a

otras poblaciones a nivel mundial.

Gracias a la prueba estadistica se puede observar que existe una diferencia significativa
(p < 0.0009) entre portadores y no portadores del polimorfismo CYP2D6*3 entre mayas y

mestizos mexicanos.
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Tabla 16. Andlisis estadistico de los polimorfismos de CYP2D6.

Mayas vs Mestizos Xi? IC 95% p

CYP2D6*3

Portadores vs No portadores 11.02 | 1.71-739.19 | 0.0009
CYP2D6*4

Portadores vs No portadores 0.58 0.39-15 0.445

Heterocigotos vs No heterocigotos 0.38 0.4-1.58 0.536

Homocigotos anormales vs No anormales | 0.67 0-16 0.413
CYP2D6*5

Portadores vs No portadores 1.34 0.09-1.71 0.246

Heterocigotos vs No heterocigotos 1.11 0.1-1.84 0.291

Homocigotos anormales vs No anormales | 0.33 0-117 0.563
CYP2D6*10

Portadores vs No portadores 0.58 0.59-2.78 0.446

Heterocigotos vs No heterocigotos 0.95 0.63-3.04 0.329

Homocigotos anormales vs No anormales | 0.67 0-16 0.413

Tabla 17. Frecuencias alélicas de CYP2D6 en poblacién maya y en otras poblaciones.

Poblacién n *3 *4 *5 *10 Referencia
Caucasica
Norte América 143 14 199 21 8.0 Wan, 2001
208 10 175 3.8 1.9 Gaedigk, 1999
Espafia 258 12 116 1.6 - Agundez, 1994
Alemania 195 1.0 195 41 2.0 Griese, 1998
589 2.0 20.7 20 1.5 Sachse, 1997
Negra
Gahana 193 0 7.0 0.6 3.1 Griese, 1999
Tanzania 106 0 0.9 6.1 3.8 Wennerholm, 2001
Etiopia 122 0 1.2 3.3 8.6 Akillu, 1996
Asiatica
Norte América 154 0.3 7.8 6.2 7.5 Wan, 2001
193 0.3 75 6.2 3.9 Gaedigk, 2001
China 127 0.8 1.2 ND 70.0 Wang, 1993
179 1.0 <1 5.7 50.0 Ling, 2002
Japén 206 - - 45 38.1 Nishida, 2000
98 - 0.5 6.1 40.8 Tateishi, 1999
Amerindia

México Americanos 349 <1 103 23 7.4 Mendoza, 2001
Ngawbel (Panama) 105 0 17.1 0 17.5 Jorge, 1999
Embera (Colombia) 136 0 14.0 0 6.9 Jorge, 1999

Mapuche (Chile) 84 0 3.6 4.2 1.8 Mufoz, 1998
Mestizos Mexicanos 243 1.4 11.2 2.7 124 Lépez, 2005
Mayas 124 40 113 24 9.7 Este estudio

(Tomada de Abraham, 2001; Bradford, 2002)

58



7. DISCUSION




Discusion

7. DISCUSION

Las frecuencias alélicas encontradas en la poblacién maya estudiada son diferentes a
las frecuencias de la poblacion mestizo mexicana con la cual se compararon. Se observa que
los alelos CYP2D6*4 y CYP2D6*5 tienen frecuencias menores en el grupo maya, mientras que
los alelos CYP2D6*3 y CYP2D6*10 tienen una frecuencia ligeramente mayor, con respecto a la

poblacién mestizo mexicana (Tabla 14).

La frecuencia de CYP2D6*3 (4%) encontrada en los mayas estudiados en comparacion
con lo reportado en mestizos mexicanos (1.4%) puede ser resultado del mestizaje con los
espafioles en la época de la conquista, ya que este alelo es caracteristico de la poblacién

caucasica.

Los primeros nativos amerindios llegaron a lo que hoy es América a través del puente
formado en la era glacial en el estrecho de Bering entre los afios 30,000-12,000 A.C.  (Figura
20), esto se concluye por similitudes culturales, morfolégicas y genéticas entre poblaciones
americanas y asiaticas. También se ha descubierto evidencia que sugiere que existieron dos
vias de migracion transatlantica desde Asia antes de que Col6n llegara a América (Arnaiz,
2000). Esto explicaria la frecuencia encontrada de CYP2D6*10 (9.7%) en la poblacién de
estudio. Este alelo, caracteristico de la poblacién asiatica, pudo haber llegado con dichas
migraciones y, posteriormente, debido a la endogamia que existia entre los grupos amerindios

de esa época fue aumentando gradualmente su frecuencia (Tabla 14).

En cuanto a los fenotipos de CYP2D6, en la Tabla 15 se observa que el fenotipo
predominante en la poblacion maya y en la poblacion control es el EM, con 94.3% y 98.2%,
respectivamente. En la Tabla 13 se observan los fenotipos esperados en base al genotipo. Aln
cuando se tengan individuos heterocigotos para alguno de los polimorfismos estudiados (*3, *4,
*5 o0 *10), la copia funcional del gen CYP2D6 (*1) es suficiente para que estos individuos
presenten un metabolismo normal. En cuanto a los fenotipos IM, se observa una frecuencia de
5.7% y 1% en la poblacion maya y control, respectivamente. Se espera un fenotipo IM cuando
los individuos poseen dos copias del alelo CYP2D6*10 (actividad reducida), o cuando poseen
una copia de CYP2D6*10 y una copia de algun alelo no funcional del gen (CYP2D6*3,
CYP2D6*4 o CYP2D6*5). En el caso de la poblacion maya se tienen seis individuos

heterocigotos compuestos /.0 y un heterocigoto compuesto /.1, sin encontrarse homocigotos
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19.10. En la poblacion control se encontraron dos individuos heterocigotos compuestos /o y

dos homocigotos *%.,0. Con respecto al fenotipo PM en poblacién control se encontraron dos
homocigotos “/., y uno /.5, mientras que en la poblacién maya no se encontré ningn genotipo

asociado a este fenotipo.

] Rutas transatlanticas (20,000 A.C.) [ IRuta por estrecho de Bering (30,000-12,000 A.C.)

Figura 20. Posibles rutas antiguas de migracién que dieron lugar a los primeros nativos amerindios.
(Tomada y modificada de Mapas de México)

El andlisis estadistico realizado para comparar la poblacion maya con la poblacion
mestizo mexicana (Tabla 16) muestra que se encontré6 una diferencia significativa para el
polimorfismo CYP2D6*3 al comparar los individuos portadores contra los no portadores (p
< 0.0009). Esta diferencia es consecuencia de la mayor frecuencia alélica de CYP2D6*3 en el
grupo maya con respecto al grupo mestizo. No hubo diferencias significativas para ninguno de

los otros polimorfismos estudiados.

Al comparar las frecuencias alélicas de la poblacion maya estudiada con lo reportado en

otras poblaciones amerindias y mexicanas (Tabla 17), se observa que la frecuencia del alelo
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CYP2D6*3 (4%) es mucho mayor que en amerindios (0%) de Panama, Colombia, Chile,
mestizos mexicanos (0.3%) y mexicanos americanos (< 1%). La frecuencia de CYP2D6*4
(11.3%) es mayor a lo reportado en amerindios mapuches (3.6%), menor a los amerindios de
Panama (17.1%) y Colombia (14%), pero similar a mexicanos americanos (10.3%). La
frecuencia de CYP2D6*5 (2.4%) es similar a la de mexicanos americanos (2.3%), mayor a los
amerindios de Panama y Colombia (0%), pero menor a mapuches (4.2%) y mestizos mexicanos
(7.5%) (Bradford, 2002). Para el alelo CYP2D6*10 se encontré una frecuencia de 9.7%, que es
mayor a mexicanos americanos (7.4%), mestizos mexicanos (7.5%) y amerindios de Colombia
(6.9%) y Chile (1.8%), pero menor a los amerindios de Panama (17.5%). Estos resultados
demuestran la gran variabilidad interétnica que existe en la frecuencia de los polimorfismos de
CYP2D6.

Las poblaciones mayas del estado de Yucatan, como la que se estudid, que habitaban
en regiones geograficamente accesibles pudieron sufrir un mayor mestizaje con los
conquistadores espafoles, ademés de la posible mezcla con aztecas, totonacas y otras étnias,
en comparacion con otras poblaciones mayas que habitaban regiones montafiosas mas
aisladas, como las estudiadas por Herrera, 2007. Debido a esto, y posiblemente a la endogamia
de las poblaciones amerindias, la frecuencia de varios polimorfismos fue incrementandose con
el paso del tiempo (Collins, 2004). Esto podria explicar la elevada frecuencia de CYP2D6*4 y

CYP2D6*10 observada en la poblacion estudiada.

Otra razon que puede explicar la relativa heterogeneidad en la frecuencia de los
polimorfismos de CYP2D6 en la poblacion maya estudiada es que las poblaciones amerindias
pudieron surgir a partir de un nuimero pequefio de individuos y que la presencia de dichas

variantes es producto de un efecto fundador combinado con la endogamia.
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9. CONCLUSIONES

En base alos datos obtenidos se concluye que la poblacion maya estudiada posee

heterogeneidad génica respecto a otras poblaciones.

Se determinaron las frecuencia alélicas de los polimorfismos CYP2D6*3, *4, *5y *10 en
una poblacién de origen maya, encontrandose valores de 4.0%, 11.3%, 2.4% y 9.7%,

respectivamente.

Se encontré una diferencia significativa en la frecuencia del alelo CYP2D6*3 en los

mayas estudiados (4.0%) con respecto a los mestizos mexicanos (1.4%).

El alelo CYP2D6*4, caracteristico de poblacion caucasica, presenté la mayor frecuencia
(11.3%) en la poblacién estudiada. Sin embargo, es menor a la que se presenta en mestizos
mexicanos (14%).

Se encontrd una frecuencia de 0% de individuos con fenotipo PM dentro de la poblacion
maya. Sin embargo, se encontré un elevado numero de heterocigotos compuestos (seis “*/10 y

uno “/.10), en comparacion con poblacién mestizo mexicana.

Se encontraron dos genotipos distintos que pueden dar lugar a un fenotipo
metabolizador intermedio (IM), /10 y */-10. La frecuencia de posibles individuos con fenotipo IM

en el grupo maya fue de 7%.
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ctgggataag
gggggtcgtg
cctcatcctc
tgagctgtgg
tgccgtgtgt
aggggaagcc

gggaggtggg
cccgactggce

cacagccgcc
tgtagcattt
caaggagaga
taattgggct
ggtggatcac
tctactaaaa
tcaggaggct
gatcgcatca
tataattgat
taaaataaaa
gccttagctc
gcctaggaat

tgcctcccac
tcgaagcccc
ggaatggggc
acggcagcct
acctgcagga
ctgttctcac
taaccttgtg
ctgggtctaa
ttacctcaga
aggggtgaca
ccatcctttc
ccactccagg
attcattagc
gaacaggctg
gggcagggtg
ctgaggtcag
atacaaaaaa
gaggcaggag
ttgcactcca
atctttagaa
atgttcaaac
atgcctgtaa
tc

tctgcagtge
gggctgtcct
taggtgcttc
cctccttggg
ggaataagag
actggggtgt
agtttcctgg
ctgagctctg
ggttggcttc
caaccctgac
caggtgcagt
ggaagaggag
ccccacactg
aggtgagagc
gctcacgcct
atgttcgaga
ttagctgggc
aattgcttga
gcctggtcaa
agataaaact
acccaccacc
tcccagcatt

tccatggctg
tacctcccag
ctcccctggg
ggcagcagca
ggcagactgg
cacagtcctg
agggggcctyg
aaaggagaga
ttcctactct
acccacacta
cccccttact
tgccagccct
gcctgaccat
tactgtcaac
gtaatcccag
ccagcctggc
gtggtggtgg
acctgggagg
caagagtgaa
ttgcattcat
actaattctt

ttgggaggct
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ctcagttgga
tctggggtac
gacttcacct
ttcagtcctc
gcagaaaggc
ggaagttctt
ccactaccct
gccccagccce
tgactttgcg
tgagtgatga
gtgtctgcca
taccacctga
ctcccctgtg
acctaaacct
cactttggga
caacatggtg
gtgcctgtaa
cagaggctgc
actgtcttaa
gaaataagaa
gacaaaaata

aaggcaggag

cccacgctgg
ctgccacctc
gctctccctc
caggtctcct
cttcagagca
ccttttcagt
tgggactccc
tgggccttcc
tctctgcaga
gtagtcctgc
agggtgccag
gtgggcacag
ggctgcatga
aaaaaatcta
ggccgagatg
aaaccccgtc
tcccagctac
agtgagccga
aaaaaaaatc
taggagggtc
tagtctgggt
gattgtttga
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Absorbancia: Cantidad de luz de una longitud de onda especifica que es absorbida por una
solucion de una sustancia en particular.

Alelo: Formas alteranitvas del mismo gen que ocupan el mismo locus en cromosomas
homélogos, y que gobiernan las variantes en la produccién del mismo producto génico.

Alicuota: Volumen o cantidad de masa que se va a emplear en una prueba de plataforma o de
laboratorio. Se suele medir en mililitros o gramos. La alicuota de una muestra sélida debe
realizarse diluyendo los gramos de muestra en un disolvente.

Amortiguador: Sistema quimico cuya funcién es controlar el nivel de iones especificos en una
solucion. Cuando el nivel de hidrégeno en solucién es controlado, el sistema se llama
amortiguador de pH.

Balance electrolitico: Funciones implicadas en el mantenimiento del balance entre la ingesta,
el almacenamiento, la utilizacion y la eliminacion de electrolitos en el cuerpo.

Bioinforméatica: Rama de la biologia encargada del desarrollo de técnicas para la recoleccion
y manipulacion de datos bioldgicos, y su uso para descubrimientos o predicciones
biolégicas. Este campo abarca todos los métodos y teorias computacionales aplicables a
la Biologia Molecular y otras areas.

Biomarcador: Parametros biolégicos que pueden medirse y cuantificarse (ej. concentracion
enzimatica, concentracién hormonal, distribucion genotipica de un gen dentro de una
poblacién) que sirven como indices para ensayos de salud, tales como riesgo de
enfermedad, exposicion ambiental y sus efectos, procesos metabdlicos, embarazo, etc.

Biomoléculas: Moléculas que constituyen a los seres vivos, formadas principalmente por los
elementos carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, representando alrededor del 99% de
la masa de la mayoria de las células.

Biosintesis: Formacién anabdlica de sustancias quimicas dentro de los organismos, en las
células o en fracciones subcelulares.

Biotransformacion: Alteracion guimica de una sustancia exdégena dentro de o por efecto de un
sistema bioldgico. Dicha alteracién puede inactivar el compuesto o dar lugar a la
formacion de un metabolito activo.

Carcinogénesis: Formaciéon de cancer, carcinoma o cualquier otra neoplasia maligna, que
consiste en el crecimiento tumoral de los tejidos incoordinados con las necesidades del

organismo, alterando las funciones biolégicas normales.
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Codominancia: Estado de un gen en el que sus dos alelos son dominantes y, en
consecuencia, se expresan al mismo tiempo, dando origen a un fenotipo caracteristico.

Cododn: Juego de tres nucleotidos (estrictamente en el mMRNA pero, por extenesion, en el DNA
genomico de codificacion) que especifica un aminoacido o una sefial de deteccion de
traduccion.

Cofactor: Componente no proteico, termoestable y de bajo peso molecular, necesario para la
accion de una enzima. Entre los cofactores mas comunes se encuentran los iones
metélicos (Fe?*, Cu*, K*, Mn?**, Mg®', entre otros) y moléculas organicas 6 coenzimas.

Control monogénico: Caracteristica o caracter fenotipico regulado por un solo gen.

Densidad 6ptica: Es la absorcion de un elemento 6ptico por unidad de distancia, para una
longitud de onda dada.

Desoxinucledsidos: Nucledsidos que han perdido el hidroxilo 2’ del azlcar ribosa.

Desoxinucleodtido trifosfatado: Son los ésteres de fosfato de los desoxinucleésidos.

Diastereoisémero: Término que indica la relacion entre estereoisomeros que no son imagenes
superponibles.

Ecogenética: Se refiere a la interaccion entre uno o varios genes y el ambiente.

Efecto fundador: frecuencia alta de un alelo particular en una poblacién porque esta ultima
deriva de un nimero pequefio de fundadores, uno o mas de los cuales llevaba ese alelo.

Electrofilico: Tambien llamado electréfilo, es una especie quimica afin con las cargas
negativas, es decir, tiene zonas deficientes de electrones, ya sea con carga positiva neta
(cationes) o que tengan una densidad de carga positiva.

Electrolito: Sustancia que se descompone en iones (particulas cargadas) cuando se disuelve
en los liquidos del cuerpo o el agua, permitiendo que la energia eléctrica pase a través de
ellos.

Endogamia: Reproduccion entre individuos de un mismo linaje.

Endogeno: Cualquier sustancia o compuesto que es formado en los tejidos internos del
organismo.

Espectrofotémetro: Instrumento que expone una muestra a un rayo de luz de una longitud de
onda especifica para medir su absorbancia.

Estereoespecifico: Proceso en el que reactivos estereoquimicamente diferentes dan
productos estereoquimicamente distintos.

Estereoquimica: Se refiere a dos compuestos con igual férmula molecular pero con
propiedades fisicas y/o quimicas diferentes, que se denominan isémeros.

Etiopatologia: Se refiere al estudio de las causas de alguna enfermedade en particular.
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Eubacterias: También conocidas como “bacterias verdaderas”, son los organismos
microscopicos procariotas actualmente conocidos como bacterias.

Eucarionte: Se denomina eucarionte a todo organismo formado por células que tienen su
informacion genética encerrada dentro de una doble membrana, denominada membrana
nuclear, que delimita el ndcleo celular.

Exdgeno: Cualquier sustancia o compuesto que es formado fuera de los tejidos internos del
organismo.

Exdn: Segmento de un gen que codifica para una secuencia protéica especifica.

Fenotipo: Caracteristicas observables de una célula o un organismo.

Filogenética: Disciplina encargada de la clasificacién de los organismos seglin su relacién
evolutiva percibida.

Fluorescencia: Fendmeno en el cual una sustancia que absorve luz de una longitud de onda
dada irradia una porcién de energia en forma de luz a una longitud de onda mayor.

Gen: Unidad de herencia; secuencia de nucleotidos del material genético que determina la
herencia de una caracteristica determinada, o de un grupo de ellas.

Genoma: Grupo total de diferentes moléculas de DNA de un organelo, una célula o un
organismo. El genoma humano completo consiste en 25 moléculas de DNA distintas, la
molécula de DNA mitocondrial, aunada a 24 diferentes moléculas cromosémicas de DNA.

Genotipo: Constitucion genética de un individuo, ya sea en su totalidad o en un locus
especifico.

Grupo hemo: Molécula formada por un anillo de porfirina con un atomo de hierro central en
forma de complejo.

Hemoproteina: Proteinas que contienen un grupo hemo, como la mioglobina, la hemoglobina y
los citocromos.

Heterogeneidad génica: Existencia de muchos alelos diferentes que estan presentes en un
mismo locus dentro de una poblacién.

Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos diferentes en un locus en particular.

Heterocigoto compuesto: Individuo que es heterocigoto para dos alelos mutantes distintos del
mismo locus.

Hidrofébico: Propiedad de las sustancias quimicas de ser repelidas por el agua o que no se
pueden mezclar con ella, como los aceites.

Homocigoto: Individuo que posee dos alelos idénticos en un locus en particular.

Interacciones farmacoldgicas: Reacciones que ocurren cuando hay dos o mas farmacos

presentes en un organismo y uno de ellos aumenta o disminuye la accién del otro.
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Intron: DNA no codificante que separa exones vecinos en un gen.

Isoenzima: Son enzimas que difieren en la secuencia de aminoacidos, pero que catalizan la
misma reaccion quimica.

Locus: Localizacibn cromosOomica Unica que define la posicion de un gen individual o la
secuencia de DNA.

Mapeo genético: Elaboracion de un mapa de los diferentes loci génicos sobre la base de la
posicién genética de unos con respecto a los otros.

Metabolismo: Reacciones quimicas que ocurren dentro de las células y tejidos de un
organismo. Estos procesos incluyen la biotesis (Anabolismo) y degradacion (Catabolismo)
de sustancias organicas usadas por un organismo viviente.

Metabolito: Es cualquier molécula quimica utilizada o producida durante el metabolismo.

Mutacion: Alteracion o cambio en la informacion genética de un ser vivo y que, por lo tanto, va
a producir un cambio de caracteristicas, y que puede heredarse a la descendencia.

Nanotecnologia: Campo de las ciencias aplicadas dedicado al control y manipulacion de la
materia a una escala menor que un micrémetro, es decir, a nivel de &tomos y moléculas.

Oligonucledétido: Secuencia corta de 2 a 30 nucledtidos sintetizada para aparearse con una
region especifica de DNA y que sirve como sitio de reconocimiento para la DNA
polimerasa.

Poliadenilacién: Es la adicion al extremo 3' de una cadena de RNA de una secuencia larga de
poliadenilato (cola poli-A), es decir, un tramo de RNA cuyas bases son todas adenina.
Polimerasa: Enzima cuya funcion es la sintesis de nuevas moléculas de DNA o RNA a partir

de una molécula molde mediante la incorporacion de nucledétidos.

Polimorfismo: Variacion en la secuencia de nucleétidos del DNA dentro de una poblacién, que
se presenta en al menos el 1% de la misma.

Pseudogen: Es la copia de un gen que carece normalmente de intrones y de otras secuencias
de DNA esenciales para su funcién; son genéticamente similares al gen funcional original,
pero no se expresan y frecuentemente contienen numerosas mutaciones.

Radicales libres: Son moléculas (organicas o inorganicas), formadas por contacto con el
oxigeno, son extremadamente inestables y reactivas, que actlan alterando las
membranas celulares y atacando el material genético de las células.

Region intergénica: Secuencia de nucleétidos que se encuentra entre dos genes.

Region intragénica: Secuencia de nucle6tidos que se encuentra dentro de un gen.
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Resonancia: Es la atraccidbn o donacién de electrones a través de un enlace covalente (n),
generado a partir del traslape de un orbital quimico (p) de un sustituyente con un orbital
(p) de un anillo aromatico.

Secuencia palindrémica: Secuencia de nucleétidos de DNA que es idéntica tanto en la
cadena principal como en la cadena complementaria cuando se leen en direccion 5’ a 3'.

Solucién stock: Mejor conocida como solucion madre, es aquella dilucién, de concentracion
conocida, utilizada como medida estandar para determinar la concentracion de otras
soluciones.

Splicing: Proceso de corte y eliminacién de intrones dentro de la secuencia de DNA de un gen.

Termociclador: Aparato usado en Biologia Molecular que permite realizar los ciclos de
temperaturas necesarios para una reaccion de PCR, amplificacion de DNA o para
reacciones de secuenciacion con el método de Sanger.

Transicion: Sustitucion de una pirimidina por una pirimidina (C«<>T) 0 una purina por una purina
(AG).

Transiluminador UV: Aparato emisor de luz ultravioleta utilizado para la visualizacion de geles
tefiidos, comunmente, con bromuro de etidio.

Transversion: Sustitucion de una purina por una pirimidina (A—C) o de una pirimidina por una
purina (T-G).

Via parenteral: cualquiera de las vias que implican la administracion de farmacos directamente

por inyeccién.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS
ACD: Acido citrico—dextrosa

ADH: Alcohol deshidrogenasa

ALDH: Aldehido deshidrogenasa

CO: Monoxido de carbono

COMT: Catecol O—metiltransferasa

CYP: Citocromo P450

CYP2D6: Citocromo P450 de la familia 2, subfamilia D, isoenzima 6
CYP450: Familia del citocromo P450

DMSO: Dimetil sulféxido

dNTP: Desoxinucledtidos trifosfatados

DO: Densidad 6ptica

DPD: Dihidropiramidina deshidrogenasa

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FAD: Flavin adenin dinucleotido

FMN: Flavin mononucle6tido

GST: Glutation S—transferasa

HMT: Histamina metiltransferasa

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
MA: Mexicanos americanos

MM: Mestizos mexicanos

MR: Radio metabdlico

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
NAT: N-acetil transferasa

NQO1: Quinona 6xido reductasa

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RCLB: Amortiguador de lisis de células rojas

RFLP: Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica
SDS: Dodecil sulfato de sodio

SNP: Polimorfismo de nucle6tido simple

ST: Sulfotransferasa

TBE: Amortiguador tris—borato—EDTA

TEMED: N,N,N’,N'—tetrametiletilendiamina

TMPT: Tiopurina metiltransferasa

UGT: Uridina 5'-trifosfato glucuronosiltransferasa
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