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1.-INTRODUCCION

1.1 DNA ESTRUCTURA PRINCIPAL DE VIDA

En la actualidad el estudio del DNA es de suma importancia para el drea de investigacion médica, ya que
gracias a esta estructura se pueden comprender ciertas caracteristicas patoldgicas o no patoldgicas de

diferentes especies.

El DNA esta compuesto por unidades o mondémeros que se repiten miles de veces a lo largo de la molécula,
estas unidades se llaman nucledétidos y por consiguiente, el DNA es un polimero muy grande de nucledtidos,

se le denomina polinucleétido (Hart & Jones, 2010).

En realidad, el DNA esta formado por dos polinucledtidos, cada uno de ellos con forma de hélice, es decir
es una doble hélice. El hecho que la molécula de DNA esta formada por dos hélices, resulta esencial para
comprender sus funciones replicativas y ademas para comprender sus propiedades bdsicas, la

“desnaturalizacion” y la “renaturalizacion”.

Cada nucleétido es un compuesto organico formado a su vez por tres componentes. Un radical del acido
fosfdrico, un azlcar y una base nitrogenada. Para el DNA, el azucar es desoxirribosa y las bases
nitrogenadas usualmente son solo cuatro: Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina (T). Las dos
primeras bases, que son mayores y estan formadas por dos anillos heterociclicos, se llaman bases puricas
o purinas; mientras que las dos Ultimas, mas pequeiias son llamadas bases pirimidicas o pirimidinas. Estas
bases nitrogenadas absorben intensamente la luz ultravioleta corta en la longitud de 259nm, debido a su

estructura en anillo con uniones covalentes dobles que poseen resonancia (Solari, 2013).

1.2 Estructura del DNA
En la actualidad un gen se define como un segmento completo de DNA cromosdmico capaz de generar un

producto funcional.
La molécula de DNA tiene la misma estructura polinucleotidica general en todos los seres vivos.

El DNA estd conformada de una doble hélice las cuales son complementarias una a la otra. Las bases
nitrogenadas ya antes mencionadas (A, G, C, T) estan una después de la otra, y siempre separadas a la

misma distancia (33.44 A) (Hart & Jones, 2010).

Un hecho importante es que las bases son complementarias entre si, es decir que una T siempre tendra
una A en la hélice de enfrente y siempre frente a una G habrd una C, y asi sucesivamente. Esta caracteristica

es la que permite replicar y hacer copias del material genético.
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Sin embargo, existe el Uracilo(U), el cual estd presente en otra molécula de acido nucleico, el acido
ribonucleico o RNA mensajero, que también existe en algunos virus, pero en el DNA solo existen estas

cuatro bases ya antes mencionadas (Soberon & Bolivar, 2009).

1.3 Replicacién y transcripcion del material genético
La replicacién del material genético es el mecanismo mediante el cual una molécula de DNA puede dar
lugar a dos moléculas idénticas a partir de ella misma. Muchos bidlogos sustentan que este mecanismo

constituye, desde el punto de vista molecular, el proceso mismo de la vida.

La célula tiene la capacidad de separar la molécula de DNA en dos hebras complementarias durante el
proceso de copiado. Para ello utiliza como molde una de las hebras y sintetiza la hebra complementaria,
de esta manera tenemos dos hebras dobles, asi se forman dos moléculas idénticas a partir de una molécula
original. Este es el fendmeno fundamental en que se sustenta la capacidad que tienen los seres vivos para
poder duplicar y replicar su material genético y pasarlo a células hijas durante el proceso de formacién de

nuevas generaciones (Soberon & Bolivar, 2009).

Otra funcidon muy importante del DNA es su participacion en la sintesis de proteinas. En nuestro DNA hay
aprox. 30 mil genes codificantes, los cuales son segmentos diferentes, unos de otros. El proceso para
sintetizar una proteina a partir del DNA es un mecanismo celular que implica copiar el gen particular en
una copia que se le da el nombre de RNA, como se menciond anteriormente este en esencia es muy
parecido al DNA, con excepcién de que en lugar de una T tiene U; posteriormente este acido nucleico se

traduce en una proteina (Hart & Jones, 2010).

La célula abre o separa las hebras en un segmento especifico del DNA. A partir de este proceso de sintesis
la célula realiza una copia de RNA mensajero (RNAm), y a partir de la copia, donde deberia de ir una timina
aparece un uracilo. Esta nueva molécula, que puede ser de gran tamafio se llama RNA mensajero (RNAm).
Esta se exporta del nucleo de la célula al citoplasma donde se localizan los ribosomas y se traduce en la

sintesis de proteinas (Koolman, 2009).

El cédigo para sintetizar las proteinas se da a partir de aminoacidos que forman polimeros. En la célula hay
veinte diferentes aminoacidos, y es a partir de la unién y combinacion de estos, como se sintetizan las
diferentes proteinas. Cada proteina tiene una secuencia diferente de aminoacidos y tiene la propiedad,
dependiendo de dicha secuencia, de asociarse sobre si misma y eventualmente adquirir una estructura
terciaria o la posibilidad de asociarse con otras proteinas y adquirir una estructura cuaternaria. De hecho,

estas asociaciones permiten definir las funciones de cada una de las proteinas (Solari, 2013).



A partir de la secuencia de las bases del DNA se copia el RNAm; la manera en que la célula lee en los
ribosomas estd secuencia es a partir de una secuencia de tres en tres. Estas secuencias triples se llaman
codones los cuales son responsables de la secuencia lineal de los aminoacidos de las proteinas; la secuencia
de los codones de tres en tres esta asi directamente relacionada con la secuencia de las cuatro bases que

hay en el DNA.

Cada gen es responsable de una proteina especifica con una actividad especifica; la secuencia de los
aminodcidos en la proteina se correlaciona en forma directa y lineal con la secuencia de las bases en el
DNA. Esta es la manera en que la célula convierte la informacién genética en proteinas, las cuales
constituyen las herramientas vitales para la realizacion de las funciones del organismo (Soberon & Bolivar,

2009).

1.4 Genoma
El genoma es el conjunto de todos los genes que define en forma completa la naturaleza de un organismo
ya sean regiones codificantes o no. Para los humanos, estos 80 mil genes los tenemos organizados en los
46 cromosomas, que se encuentran en el nucleo de las células. Este patrimonio completo de informacién

genética es lo que denominamos genoma (Hart & Jones, 2010).

El genoma humano tiene aproximadamente 3 mil millones de pares de bases (3 x 10° pares de bases). El
de ratén mas o menos la misma cantidad; la mosca tiene como una vigésima parte, el gusano un poco

menos que la mosca; una bacteria tiene el orden de mil veces menos que el genoma humano.
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Figura 1. Comparacion en cuanto a los tamafios de genomas de diferentes especies (Garlang, 2008).

Sin embargo, compartimos una gran cantidad de material genético con los diferentes organismos (Figura 1)
como por ejemplo con el ratén compartimos mas o menos el 95%; lo cual implica que una importante
proporcién de los genes presentes en la mosca, estan presentes en nosotros y viceversa. Con el chimpancé,
compartimos 99% de nuestros genes, y es la especie mas cercana a nosotros en la evolucidn continua a través

de la escala filogenética. (Pierce, 2003)

En el siglo XXI se concluyd el analisis del “Genoma Humano”; para poder entender cual fue el objetivo de
analizar y determinar el mapa gendmico del humano, es necesario hablar acerca de que son las mutaciones en

el genoma.

Una mutacién es el cambio de la secuencia original en el DNA. Una mutacion por sustitucion ocurre
simplemente cuando un par de bases cambian por ejemplo, un par AT se convierte en un par CG o GC con lo
cual la secuencia cambia. Dependiendo del tipo de mutacion, sera el cambio. La mutacién también puede ser
por adicidn, si en la secuencia normal entran un par de bases mas que originalmente no estaban; y por delecidon
en la cual se suprime uno o varios pares de bases con relacidon al original. En las adiciones pueden sumarse mas
de un par de bases. En algunos casos estas mutaciones tienen como consecuencia que el gen ya no codifique

adecuadamente para la proteina y esta no sea funcional (Soberon & Bolivar, 2009).



Con el estudio de estas mutaciones se ha logrado determinar la gran mayoria de patologias que pueden llegar

a afectar al ser humano y de esta forma investigar y buscar alguin tratamiento o solucion al padecimiento.

En la actualidad la biologia molecular estd dando lugar a un nuevo periodo en la concepcidn de genes y los
genomas que algunos autores lo denominan como “la era de los genomas completos”, cuyo estudio se

denomina ciencia gendémica (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

2.0 CIENCIAS OMICAS

En el ano 1986 se abrid camino hacia el futuro ya que, gracias a todos los conocimientos y descubrimientos del
ADN, se logré emprender un nuevo proyecto “el proyecto genoma humano”. El genoma fue secuenciado en
sus 3,200 millones de nucledtidos gracias a un esfuerzo internacional liderado por la Organizacién de Genoma

Humano.

El primer borrador de este proyecto fue publicado en el 2001, pero el punto culminante de esta aventura se

alcanzé cuando en el aio 2003 se publicaron los resultados de tal proyecto.

La informacidn que, a partir de entonces, se ha podido obtener es de gran magnitud y se incrementa teniendo
en cuenta que para llegar a reconocer donde comienza y terminan los genes e identificar sus exones, intrones
y secuencias reguladoras se requiere de comparaciones entre secuencias de diversas especies. El mapa de
secuencias que se genero por este proyecto se esta utilizando como fuente primaria de informacion para la

biologia humana y la medicina (Hidalgo Pérez, 2015).

Con esta informacion se dio pie a la creacidon de una nueva rama, la Bioinformatica o también conocida como
Bio-computacidn. Con esto la Organizacidon del Genoma Humano logré crear bases de datos de acceso libre
donde se pueden encontrar las secuencias de casi todas las especies bioldgicas, en el caso de los humanos
podemos encontrar las secuencias codificantes y no codificantes para poder hacer uso de las mismas y arrancar

con nuevos proyectos con los cuales se logren avances en la Biomedicina (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015)

Sin embargo, a partir del Proyecto Genoma Humano no solo se abrié esta rama de las ciencias; si no de igual

forma se conocieron las Ciencias Omicas.

Las principales ciencias Omicas desarrolladas durante los Gltimos afios son la gendmica, transcriptémica,
protedmica y metaboldmica, sin embargo, cada una de ellas se ha ramificado a medida que se van obteniendo
un mayor nimero de datos. Todas ellas aportan grandes avances en el conocimiento basico de los temas
bioldgicos, ademas de traer consigo un enorme desarrollo en el campo del andlisis de la funcionalidad celular

y en sus aplicaciones biotecnolégicas (Hart & Jones, 2010).



2.1 Genémica
La gendmica es el campo de la genética que persigue como objetivo el comprender el contenido de la

organizacion, funcién y la evoluciéon de la informaciéon molecular del DNA contenida en el genoma completo.

En el desarrollo de la misma existe una era pre-gendmica, en la cual se “espiaban” a los genes, estudiando uno
por uno su localizacidon cromosdmica, su funcién y su asociacion con patologias especificas. Y una era post-
gendmica en la cual se analizan los cambios que se generan a diversos niveles bajo diferentes condiciones y

circunstancias en el genoma completo.

La gendmica se divide en dos ramas principales. La gendmica estructural orientada a la caracterizacion y
localizacién de las secuencias que conforman el DNA, permitiendo de esta manera la obtencidn de mapas
genéticos de los organismos. Por otro lado, la gendmica funcional se orienta hacia la recoleccidn sistematica
de informacidn acerca de las funciones desempefiadas por los genes. Esta Ultima, emplea técnicas de analisis
masivo para el estudio de genes, proteinas y metabolitos. Ambas ramas permiten ir mas alld de la simple
descripcién de un solo gen, ya que permiten conocer las variaciones del genoma a distintos niveles: expresién
de ARN’s mensajeros, funcién de proteinas, produccion de metabolitos e incluso las interacciones fisicas que
cada uno de estos componentes celulares establecen para formar las redes que componen un sistema

bioldgico. (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015) (Vargas Parada & Juan Pedro, 2010)

En términos generales, la genémica trata de explicar el origen de un fenotipo determinado a partir de los
cambios generados en cualquiera de los niveles moleculares antes mencionados. Dado a la complejidad del
DNA no solo la gendmica se puede dividir en dos ramas, si no que se tienen mas ramificaciones de esta como,

por ejemplo:

1. Orfedmica: estudio de la informacién de los marcos abiertos de lectura de las unidades de
transcripcion.

Promoteromica: estudia los promotores de los marcos abiertos de lectura.

Metildmica: modificaciones Epigenéticas como metilaciones.

Transcriptomica: estudio de los RNAs, principalmente estudia el RNA'm.

Haplémica: estudio de casos especiales de los gametos.

Fenotipdmica: estudio de la manifestacion de fenotipos.

N o v ok~ wWw DN

Epigendmica: estudio de factores epigenéticos capaces de alterar la expresidn de genes sin cambiar la

secuencia de ADN, como la metilacion de las citosinas y la acetilacidn, o fosforilacién de histonas.

Actualmente la gendmica forma parte integral de las ciencias biomédicas de tal manera que ha comenzado a
modificar la practica médica con el establecimiento de mejores métodos de diagndstico y prondstico. Gracias

al avance de la tecnologia dia con dia estas ciencias Omicas se han desarrollado rapidamente generando nuevas
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ramas de estas. A continuacién, se hablard de las ciencias Omicas mds utilizadas y estudiadas en el ambito

gendmico y de investigacion (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015). (Gaona Figueroa, 2014)

2.2 Transcriptomica
La Transcriptémica es el estudio del conjunto de RNA que existe en una célula, tejido u érgano. Como los
proteomas, los transcriptomas son muy variables, ya que muestran que genes se estan expresando en un

momento dado.

Principalmente en la actualidad esta ciencia es utilizada para estudiar los transcriptomas de las células
cancerosas y de las células madre ya que pueden ayudar a entender los complicados procesos de
carcinogénesis y de desarrollo y diferenciacién celular. Consiste en analizar los miles de moléculas de RNA de
todo tipo, es decir, el transcriptoma, mediante diferentes técnicas dentro de las cuales la mds usada son los
microarreglos (microarray) de DNA. La idea basica de esta técnica es construir, sobre una membrana o lamina
de vidrio partes de muestras que contienen fragmentos de DNA. Por otro lado, se marca el RNA o el DNA copia
de una poblacidn celular con fluorescencia o radioactividad y se hibrida simultdneamente el mismo micro
matriz con una muestra de RNA o DNA copia de referencia, para facilitar la comparacion (Ruiz Bernal & Herrero

Alcalde, 2015).

2.3 Protedmica

La Protedmica es el estudio a gran escala de las proteinas, en particular de su estructuray funcién. Las proteinas
son partes vitales de los organismos vivos, ya que son los componentes principales de las rutas metabdlicas de
las células. El término protedmica fue acufiado en 1997 como analogia con gendmica, el estudio de los genes.

La palabra “proteoma” es la fusion entre “proteina” y “genoma” y fue acuiiada por Marc Wilkins en 1994
(Hidalgo Pérez, 2015).

Las modificaciones Post - traduccionales afectan tanto en la forma como en la funcién de una proteina.
Mientras el genoma es practicamente invariable, él proteoma no solo difiere de una célula en otra célula, sino
que también cambia segun las interacciones bioquimicas con el genoma y el ambiente. El proteoma varia de
un tipo de célula a otra, de un afio a otro, de un momento a otro. Inclusive las proteinas son mas diversas que
los genes que las determinan, ya que un solo gen puede codificar diferentes versiones de una proteina, que

incluso pueden tener una funcidn diferente.

La protedmica es una ciencia relativamente reciente al igual que la mayoria de las llamadas ciencias OMICAS.
Una de la técnicas responsables del despegue de esta nueva rama de las ciencias gendémicas ha sido la
consolidacion definitiva de la espectrofotometria de masas como técnica aplicada al analisis de moléculas
bioldgicas y el crecimiento exponencial en el nimero de entradas correspondientes a genes y /o proteinas en
las bases de datos , esto aunado con el empleo de potentes métodos de fraccionamiento y separacién de
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péptidos y proteinas como la electroforesis de poliacrilamida de dos dimensiones y la cromatografia liquida de
alta resolucidn, esta técnicas han permitido consolidar la protedmica, desde mediados de los afios 90 del siglo

pasado, como ciencia para el andlisis masivo de proteinas (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015).

Como en cualquier rama cientifica y mas hablando de las areas gendmicas, existen tres ramas en la protedmica

gue tratan de caracterizar el proteoma estudiando distintos aspectos del mismo.

e La protedmica de expresion se encarga del estudio de la abundancia relativa de las proteinas y de sus
modificaciones post transcripcionales.

e la protedmica estructural se encarga de la caracterizacidén de la estructura tridimensional de las
proteinas

e La protedmica funcional se encarga de la localizacidn y distribucidn subcelular de proteinas y de las
interacciones que se producen entre las proteinas y otras moléculas con el fin de determinar su

funcién.
Las aplicaciones de la protedmica son multiples, pero actualmente se destacan las siguientes:

e I|dentificacién de nuevos marcadores para el diagndstico de enfermedades
e Identificacidon de nuevos farmacos y blancos terapéuticos
e Determinacién de mecanismos moleculares involucrados en la patogenia de enfermedades

e Andlisis de rutas de transduccion de sefiales (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015)

El estudio y comparacién sistematica del proteoma en diferentes situaciones metabdlicas y patoldgicas permite
identificar aquellas proteinas cuya presencia, ausencia o alteracidn se correlaciona con determinados estadios
fisiolégicos. En el caso concreto del analisis protedmico asociado a patologias concretas, permite que se puedan
identificar proteinas Utiles para diagnosticar las enfermedades o pronosticar la evolucién de estas. Dichas
proteinas son mejor conocidas como biomarcadores y en la actualidad se estudian diferentes biomarcadores

para diferentes tipos de patologias en el ser humano (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015).

Para destacar la importancia de esta ciencia gendmica y del descubrimiento de biomarcadores a continuacién
se mencionardn unos de los mds destacados y con mas relevancia para el diagndéstico y tratamiento de las

diferentes patologias asociadas a proteinas.

Antigeno CA15-3 (para el cancer de mama)

La a-fetoproteina L3 (AFP L3),

1
2
3. Carboxiprotrombina (carcinoma hepatocelular)
4. Antigeno prostatico (PSA)

5

La beta-secretasa (enfermedad de Alzheimer)



6. Huntingtina (enfermedad de Huntington)

Y asi como los mencionados anteriormente cada dia existen nuevas investigaciones y descubrimientos en

cuanto a la protedmica lo cual permite un gran avance en las ciencias gendmicas (Hart & Jones, 2010)

2.4 Epigendémica

El estudio del epigenoma humano, que viene a ser la conexién entre los factores del ambiente y la expresién
de nuestros genes, ha cobrado gran relevancia en la ciencia después de que hace mds de una década se
empezara la elaboracion del mapa del genoma humano. La Epigendmica permite identificar secuencias del
genoma importantes para la regulacién de la expresion de los genes, que quedan ocultas. Para varias
enfermedades se han encontrado factores de riesgo que denotan mayor o menor grado de probabilidad en el
desarrollo de ellas, sin ser determinantes de su aparicion. Ademds de su genoma cada célula tiene un
epigenoma, el cual es definido por el perfil de expresién génica en respuesta a estimulos ambientales y
mecanismos regulatorios a nivel molecular. El término epigenética fue introducido, por Conrad Waddington a
principios de 1940, definiéndola como “la rama de la biologia que estudia las interacciones causales entre los

genes y sus productos que dan lugar al fenotipo” (Gonzalez, Cristiano, & Arbigay, 2014).

En la actualidad, se puede definir a la epigenética como aquellos cambios estables y heredables en la expresion
génica, que no son atribuidos a alteraciones en las secuencias de DNA. Estos cambios pueden afectar tanto la
expresion de los genes como las propiedades de sus productos finales. Para poder comprender mejor este
concepto podemos decir que la regulacidon de la expresién génica tiene dos componentes principales. El
primero esta determinado por el control inmediato que ejercen activadores y represores de la transcripcion
sobre los genes. El segundo componente encargado de regular la expresidon génica esta determinado por los
controles epigenéticos que se ejercen sobre la expresidon de la misma. Los mecanismos epigenéticos que actuan

regulando la transcripcién incluyen principalmente:

e La metilacidn del DNA
e Cambios en la configuracion de la cromatina
e Laimpronta génica

e Elsilenciamiento de los genes por unidén de RNA

En conjunto estos cuatro mecanismos epigenéticos junto con el control ejercido por activadores y represores

tienen la capacidad de regular que genes se expresaran y en qué momento de la vida de la célula.

Puesto que los cambios epigenéticos son dependientes de factores internos y externos, se pone de manifiesto

la compleja red de interacciones que generan la gran plasticidad del genoma para ejecutar el programa



genético dependiendo de las modificaciones epigenéticas que son Unicas y especificas de la diferenciacion
celular. La gran mayoria de las enfermedades hereditarias son de naturaleza multifactorial, lo que impone un
nuevo marco de estudio para definir no solamente los genes involucrados sino sus relaciones y modificaciones

epigenéticas (Hart & Jones, 2010)

2.5 Metabolomica

La Metabolémica cataloga y cuantifica a las moléculas pequeias que encuentran en los sistemas biolégicos. Es
una nueva rama en bioquimica analitica que estd relacionada con el metabolismo. El proceso de conversién de
energia de alimentos en energia mecanica o calor. Los subproductos del metabolismo conocido como
metabolitos se encuentran en muestras bioldgicas tales como orina, saliva y plasma sanguineo. En el caso de

la biologia vegetal, muestras de tejido especifico se utilizan para perfilar metabolitos.

La Metaboldmica crecid junto con la gendmica y la protedmica desde mediados de los afos noventa como

resultado del proyecto del genoma humano.

El metaboloma es una coleccién de todos los metabolitos en una célula en un momento determinado en el
tiempo. Los seres humanos tienen muchos tipos de células con metaboléma diferentes y la Metaboldmica se
ocupa del estudio de los metabolitos con bajo peso molecular como lipidos, azlicares, aminodcidos y vitaminas

(Hart & Jones, 2010).

Enfermedades genéticas y enfermedades o trastornos ambientales pueden explicarse por el estudio de los
cambios en el metaboléma. Por lo tanto, el estudio de los metabolitos, a saber, la Metabolémica, puede ayudar

a diagnosticar enfermedades o estudiar los efectos de una sustancia o de una intoxicacidn.

Existen dos enfoques complementarios que se utilizan para las investigaciones Metaboldmicas. Uno de los
enfoques es el disefio de perfiles metabdlicos y metabolitos de rasgo digital. En la generacién de perfiles
metabdlicos, los métodos de analisis cuantitativos se utilizan para medir metabolitos de una clase determinada.
En la huella metabdlica, las huellas se comparan para determinar si los metabolitos han cambiado debido a la
enfermedad o la exposicién a las toxinas. Para hacer este tipo de comparacién podrian utilizarse
cromatogramas y métodos estadisticos. Es un método semicuantitativo que realmente puede aplicarse a una
amplia gama de metabolitos. Este nuevo enfoque para el estudio del perfil metabdlico no se hubiese podido
producir sin los ultimos avances tecnoldgicos, tanto de la resonancia magnética nuclear como de la
espectrofotometria de masas. No obstante, a su vez, dichos avances no hubieran sido suficientes sin la

evolucidn en paralelo de las herramientas informaticas y del tratamiento estadistico necesario (Pierce, 2003).

En un futuro se espera y se tiene la esperanza de que esta nueva rama de las ciencias Omicas, pueda ayudar al

cuidado de la salud de muchas maneras. Debe ser capaz de producir medicamentos mas seguros y mejorar la
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identificacion de grupos de personas que puedan beneficiarse de un medicamento. También puede contribuir

a diagnosticar enfermedades y controlar diversos tratamientos para la salud.

Sin embargo, como se mencioné anteriormente cada una de estas ciencias Omicas son de mayor impacto
cuando se fusionan y se ocupan mas de dos a la par. La metabolémica integrada con la protedmica y gendmica
se utiliza, por ejemplo, para investigar la razén por la cual ciertas personas son mas susceptibles a dafo
hepatico por parte de ciertos fdrmacos. Se espera que el campo desempene un papel importante en la biologia
de sistemas a largo plazo y corto plazo, para que proporcione biomarcadores para estudiar la exposicion a

enfermedades y toxinas (Soberon & Bolivar, 2009).

Como parte de la gendmica funcional, la metaboldmica puede ser una herramienta para estudiar la funcién de
los genes, a través de la mutacidn por delecidn o insercion de nucleétidos. En la nutrigendmica, que relaciona
las Omicas con la nutricion humana, la metabolémica podria servir para correlacionar los perfiles de
metabolitos de fluidos y érganos con patologias, constitucidén genética y dietas. En lo que respecta a seguridad
alimentaria de nuevos cultivos transgénicos, la gendmica, protedmica y metaboldmica constituyen las
principales herramientas usadas por los expertos en todo el mundo en bioseguridad y analisis de riesgo para

concluir sobre la inocuidad alimentaria de estos nuevos cultivos y sus derivados.

Donde también puede ser util la metaboldmica es en la medicina personalizada. Actualmente, cuando se
selecciona un tratamiento para una persona enferma se conoce muy poco sobre su fenotipo metabolizador y
sobre las probables reacciones frente al tratamiento elegido. El conocimiento de las variables metabdlicas
deberia servir para predecir la reaccién de un ser vivo a la administracion de los medicamentos. De tal manera
que el tratamiento podria particularizarse para cada individuo, eligiendo el mejor principio activo y la dosis mas

efectiva para cada uno (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015).

Otro ambito de importancia dentro de la investigacion de la metabolémica es aquel en la deteccién de factores
de riesgo en poblaciones. A partir de un analisis de orina o suero, seria realmente extraordinario poder conocer
para un individuo determinado, que factores de riesgo presenta, a qué tipo de enfermedades esta
predispuesto, y una estimacién sobre la probabilidad de desarrollarlas. De hecho, esta resultando muy util para
estudios de obesidad e incluso ha surgido nuevas aproximaciones “Omicas” para separar los distintos tipos de
metabolitos relacionados con esta enfermedad; lipodémica (estudio de lipidos y acidos grasos); glucomica

(estudio de carbohidratos) y otros (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015).

2.6 Farmacogendmica — Farmacogenética
Para entender que es la farmacogendmica es necesario referirnos antes a la farmacogenética. Curiosamente,
nos podemos remontar al afio 510 a.C. cuando Pitagoras observd que la ingesta de habas producia en algunos

individuos una reaccién potencialmente fatal. Con el tiempo se descubrié que la causa radicaba en la deficiencia
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de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) que producia anemia hemolitica. Esta se podria
considerar la primera observacidn escrita relacionada con la Farmacogenética. No obstante, hasta 1930 fue
publicado el primer informe sobre farmacogenética moderna, en ese caso se trataba de la incapacidad de

algunos individuos para saborear la feniltiourea o feniltiocarbamida (Evans W., 2013).

En 1957 Motulsky fue quien primero documentd el concepto de que los defectos heredados en el metabolismo
de farmacos podian explicar las diferencias individuales en la respuesta a medicamentos y posteriormente
Friedrich Vogel en 1959 acufio el término de Farmacogenética definiéndolo como “ el estudio de la influencia
de los genes de un individuo en la respuesta a los farmacos” o dicho de otra manera, el estudio del papel de la
herencia en la variacién interindividual de la respuesta farmacoldgica , tanto en lo que se refiere a eficacia en

la respuesta como a efectos adversos (Stratchan & Read, 1999).

El campo de la Farmacogenética fue estimulado en los afios 70°s con hechos como la descripciéon que Robert
Smith hizo en 1977 de la deficiencia en el metabolismo de la debrisoquina, cuando personalmente experimenté
una importante hipotensién ortostadtica tras tomar el medicamento. Ahora se sabe que el defecto

correspondiente es debido a la alteracidn de la enzima citocromo P450 2D6 (CYP2D6).

Actualmente, el objetivo de la Farmacogenética es “optimizar el tratamiento de enfermedades a nivel

individual” es por tanto una de las prioridades de la medicina personalizada.

Posteriormente, en 1998 aparecid el término de Farmacogendmica la cual estudia “el total de genes
farmacolégicamente relevantes, sus variaciones y como pueden interaccionar para configurar el fenotipo de

respuesta a los farmacos en cada individuo” (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015).

Esta rama de las ciencias Omicas tiene 3 principales objetivos los cuales son mejor conocidos como la Triada

de la Farmacogendmica: (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015)

1. Busqueda de nuevas dianas terapéuticas
La busqueda de nuevas dianas o blancos terapéuticos permitira el estudio completo del metabolismo
de los farmacos, asi como permitira la busqueda de sitios de accién mas completos y rapidos para el

paciente.

2. Estudiar la relacion entre el genoma y el metabolismo de farmacos
La relacién entre en el genoma y el metabolismo de farmacos es de suma importancia puesto que como
ya se menciond existen diferentes variaciones génicas que pueden llegar a afectar la efectividad de un

tratamiento farmacolégico.
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Por lo tanto, el estudio de estas variaciones en diferentes grupos de estudio nos permitira llegar a una
medicina personalizada dependiendo del genoma de cada uno de los pacientes.

3. Buscar una medicina farmacolégicamente personalizada

La medicina personalizada es una meta que se ha buscado desde el inicio de la era gendmica, con la aparicion
de ciertas variaciones génicas se ha logrado predecir el metabolismo de farmacos dependiendo de cada uno

de los individuos.

La busqueda del impacto en las variaciones del genoma humano en la respuesta a los medicamentos se ha
extendido en los ultimos afios gracias a la culminacion del Proyecto Genoma Humano y mds recientemente del
proyecto Hap Map Internacional, el cual define patrones de asociacién entre diferentes variantes génicas y
permite seleccionar un minimo de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) que capturen la maxima

diversidad del genoma humano; el uso de tales SNPs evita tener que genotipificar todos los alelos.

Actualmente los SNPs suponen alrededor del 90 % de la variacién genética y ya son alrededor de cuatro
millones los que estan registrados en las bases de datos, las cuales se actualizan de manera constante y a las

que se puede tener acceso libremente (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).

2.6.1 Limitantes actuales de la Farmacogendmica

La razén por la cual la investigacién dentro de la farmacogendmica se basa en la busqueda de SNPs, se
encuentra principalmente en la utilidad practica de los mismos. Ya que se ha demostrado con algunos
medicamentos que es necesario realizar el analisis del genotipo de los pacientes, en ciertas patologias, antes
de administrarles el tratamiento. El verdadero problema se presenta en la practica clinica, la causa radica en
varios puntos dificiles de superar en la actualidad, entre ellos la relacidn costo-beneficio, las repercusiones que
puede tener desde el punto de vista ético el conocimiento del genoma de cada individuo, el desconocimiento
de la trascendencia que puede tener la aplicacidon de la farmacogendmica a la hora de disefar y realizar los
ensayos clinicos sobre medicamentos, la falta de informacién que tanto el personal sanitario como los
pacientes tiene aun sobre la farmacogendmica y por ultimo, la efectividad de la tecnologia o validacion de los
marcadores genéticos que permiten adaptar la intervencion terapéutica de forma individualizada en cada
paciente. Estos son algunos de los problemas con los cual se enfrenta la Farmacogendmica a la hora de

trasladarse a la practica clinica (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).

Es sabido que no todos los individuos responden igual ante la ingesta de determinados alimentos y /o

medicamentos (figura 2). Estas diferencias estan basadas tanto en las enzimas metabdlicas, como en las
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proteinas de transporte, asi como en moléculas mediadoras que se producen desde que el gen codifica una

molécula o proteina hasta que esta se manifiesta como expresién de esa orden codificadora.

GRUPO DE
’ PACIENTES
El Farmaco X Sl n\ ‘-:'"i /l'.lt armaco X NO es
beneficioso pero Sl es toxico ’ Yo% beneficioso y ademais Sl es
P '\"-' 1t toxico
’l kY
A ‘ 1

§ bt
.,iﬂ, e
WS\ Mismo diagnéstico y r“;}. M
a mismo farmaco (X) -
El Farmaco X NO es prescrito El Farmaco X Sl es
beneficioso y NO es toxico beneficioso y ademis NO es
toxico
(Situacion Ideal)

Figura 2 Fundamentos de Farmacogenética. Opciones de efectividad y toxicidad de un mismo farmaco en base al perfil
genético de una poblacién (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015).

Estas diferencias son las causantes de que el tratamiento en los pacientes no siempre sea eficaz, o bien pueda
dar lugar a reacciones adversas (responsables de mas de un 6 a 7 % de las hospitalizaciones) u otras veces se
estima que en el 50% de los casos el efecto terapéutico no se produzca, conduciendo a lo que se denomina
fracaso terapéutico. De hecho, se han retirado del mercado aproximadamente un 4 % de los nuevos

medicamentos debido a reacciones adversas.

Una reaccion adversa (RAM), es cualquier respuesta a un medicamento que se nociva y no intencionada y que
se presenten en dosis que se apliquen normalmente en el ser humano para la profilaxis, el diagnostico o el

tratamiento de enfermedades (Belloso & Redal, 2010).

La clasificacion de las RAM se basa en diversos modos segun el punto de vista desde el que se enfoque el

problema. Las clasificaciones mas usadas son:

Tipo A o Farmacoldgica
Mecanismo de Produccién
Tipo B o Idiosincratica

Tipo C o efectos a largo plazo

Tipo D o efectos de latencia larga

A SERNEE NEE NN

Segun la incidencia
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v" Segln la gravedad

3.0 Variabilidad a la respuesta farmacoldgica

Existe habitualmente una variabilidad poblacional de la respuesta, tanto en la eficacia como en la aparicion de
efectos secundarios o colaterales, reconocida para la gran mayoria de los farmacos. Esta variabilidad se acepta,
en general como parte del proceso del uso de medicamentos, aunque sus consecuencias pueden ser en

ocasiones peligrosas.

La primera fuente de variabilidad en el largo camino entra la prescripcion y el efecto farmacolégico es la
seleccidn apropiada del medicamento. De acuerdo con la definicién de la Organizacién Mundial de la Salud, la
prescripcidon apropiada implica no solamente la adecuada seleccién del farmaco si no también la via de
administracién, la dosis y la duracién del tratamiento. En segundo lugar, existen una serie de aspectos formales
gue no tiene que ver con la variabilidad de la respuesta farmacoldgica en si misma, pero si contribuye en gran
medida a la variedad de resultados. La farmacologia reporta variantes extrinsecas e intrinsecas (Tabla 1) las

cuales pueden variar la respuesta farmacolégica de un paciente (Belloso & Redal, 2010)

Tabla 1 Factores Intrinsecos y Extrinsecos que afectan la respuesta farmacoldgica (Belloso & Redal, 2010).

Intrinsecos Extrinsecos
Edad Disponibilidad del farmaco
Etnia Factores ambientales
Sexo Reglamentaciones
Disfuncion organica Prescripcion médica
Enfermedades Tabaquismo
Embarazo/lactancia Uso de alcohol
Genéticos Interacciones farmacologicas
Otros Otros

Desde hace aproximadamente un siglo se conocen ejemplos de variabilidad genética de expresidon de enzimas
gue pueden condicionar la accidn o la toxicidad de un farmaco. El déficit de G6PD asociado al cromosoma Xy
su relacién con la toxicidad hematoldgica de la primaquina, y la existencia de “acetiladores rapidos y lentos”
en relacion a la actividad de la N- acetiltransferasa 2(NAT-2) para la isoniacida, pueden ser considerados como

los precursores del estudio farmacogenético. Sin embargo, la expansidn de este tipo de anlisis, en la practica
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se vio rapidamente limitada debido a que en la mayoria de los farmacos no existe una sola fuente de
variabilidad intrinseca y por ello el impacto de la variacion genética de una sola enzima sobre la amplitud del

efecto.

La identificacidn de la variabilidad genética con potencial impacto sobre todos los pasos secuenciales en el
camino farmacocinético- farmacodinamico de una droga es una tarea compleja que requiere en general un
trabajo coordinado de colaboracién, en la busqueda de la prescripcion adecuada a las caracteristicas

particulares de cada individuo (Belloso & Redal, 2010).
3.1 Polimorfismos genéticos

La base genética de la variabilidad en la respuesta a los fdrmacos se apoya en el polimorfismo genético, definido
como la variacién en la secuencia del DNA que se encuentra en mds del 1 % de los individuos de una poblacidn,

y que puede dar lugar a un caracter distinto en esa poblacién.

La variabilidad de le expresidon de los transportadores, las enzimas metabolizadoras o los receptores, es
multifactorial pero depende principalmente como ya se refirié de factores genéticos. Ente estos factores
hereditarios existen distintos tipos de variantes genéticas posibles, tales como deleciones, inserciones o
multiplicaciones que pueden involucrar porciones relativamente extensas del DNA celular. Como ya menciono

dicha variabilidad genética puede ser de distintos tipos:

e Simple sustitucién de una base, donde un solo nucleétido (A, C, G, o T) es reemplazado por otro. SNP’s
(Figura 3)

e Insercién o delecidén de una base en el DNA o de un conjunto de bases, en nimero de cientos a miles.
(deletion/ insertion polymorphism) (DIPs)

e Insercién o delecién, repetidas veces de una o mas bases, constituyendo los denominados

microsatélites (Short Tandem Repeats) (STRs) (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015)
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Figura 3 Polimorfismo de nucleétido simple SNP (Ruiz Bernal & Herrero Alcalde, 2015)

Dentro de estas variabilidades genéticas las mds frecuentes y blanco habitual de los andlisis farmacogenéticos
son los SNP’s. La secuenciacion del genoma humano ha permitido establecer que existen mas de 10 millones
de SNP’s, sitios especificos en los que existe un cambio de la secuencia de nucledtidos, entre los cuales solo
una infima minoria parece tener algun tipo de impacto en la cinética o la dindmica de las drogas. De esta forma
las etapas del estudio farmacogendémico pueden ir desde el aspecto puramente genético hacia la identificaciéon
de aquellos SNPs con impacto clinico, o bien en sentido inverso estableciendo las secuencias especificas de
nucledtidos a partir del reconocimiento de individuos con comportamientos particulares en relacién con el
metabolismo de farmacos. Los genes que codifican las proteinas metabolizadoras, transportadores o
receptores pueden presentar distintas variantes alélicas, algunas de las cuales demuestran un impacto

concreto sobre la magnitud de la expresidn de sus productos (Dooley & Hogan, 2003).

Se considera que un gen es polimérfico cuando presenta variaciones en su secuencia y estas variantes tienen
una frecuencia mayor a | 1 % en la poblacién. En general estas variantes se encuentran asociadas a una
expresion deficitaria o en la minoria de los casos una sobrexpresion de la enzima, transportador o receptor

correspondiente (Hart & Jones, 2010).

En estos casos, el estudio de los polimorfismos permitiria predecir el comportamiento particular del proceso
farmacoldgico involucrado caracterizando al individuo. Esto debido a que esta variacidn puede modificar la
diana o receptor farmacolégico del medicamento, es decir tanto nivel farmacocinético como farmacodindmico.
En casi todos los genes que codifican estas enzimas y proteinas se han observado polimorfismos genéticos que

han permitido clasificar la poblacién en funcién de su actividad metabdlica.
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e Con actividad normal o rapida (extensive metabolizer , EM) , metabolizadores rapidos 75-85 % de la
poblacién

e Con actividad intermedia (intermediate mebolizer, IM), metabolizadores intermedios 10-20 % de la
poblacion.

e Con actividad lenta (poor metabolizer, PM), metabolizadores lentos 5-10 % de la poblacidn.

e Con actividad ultrarrapida (ultrarapid metabolizer,UM), metabolizadores ultrarrapidos 1- 10% de la

poblacién (Cascorbi, 2003) (Figura 4).

Figura 4. Variabilidad metabdlica en la respuesta a farmacos (Belloso & Redal, 2010).

La modificacién consecuente de la dosis o del intervalo interdosis que permita conseguir el rango deseado de
concentracién plasmatica del farmaco y evitar asi la sobredosificacion en metabolizadores lentos y la dosis sub-
terapéutica en metabolizadores rapidos o ultrarrapidos, en los casos de biotransformaciéon a productos

inactivos es uno de los objetivos principales de la prescripcion individualizada (Evans W. , 2013).

Légicamente, para el caso menos frecuente de los profarmacos que requieren algin paso metabdlico para su
transformacion en compuestos activos, tales como codeina, tramadol, tamoxifeno entre otras, los
metabolizadores ultrarrdpidos deberian recibir menores dosis y aquellos individuos deficitarios en enzimas

metabolizadoras deberian preferiblemente recibir farmacos alternativos.
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Por el momento el estado del conocimiento se restringe primariamente a disminuir el riesgo de toxicidades y
usos innecesarios de drogas, en lo que algunos autores han denominado “farmacogenética de seguridad”

(Belloso & Redal, 2010).

3.2 Blancos de accién de drogas

La variabilidad gendmica que se presenta sobre las enzimas de biotransformacién y los transportadores ha sido
la mas estudiada dentro del campo de la Farmacogendmica, esto se debe principalmente a que los efectos
sobre la farmacocinética de las drogas son muy notorios y producen las comunes reacciones adversas
medicamentosas.

Sin embargo, en relacién con la farmacodinamia que es la rama que estudia los blancos terapéuticos, en la
actualidad también goza de gran interés. Los receptores, moléculas proteicas que reciben senales quimicas
desde la parte externa de las células y las traducen en un efecto, han mostrado que igualmente son muchos y
muy variados blancos de unién a farmacos

A diferencia de la evaluacion de los determinantes genéticos de enzimas biotransformadoras y proteinas de
transporte que constituyen vias comunes para distintos tipos de farmacos, el estudio de polimorfismos en
genes que regulan la expresion de sitios de accién de farmacos es potencialmente tan diverso como las familias
de farmacos disponibles. Existen multiples desarrollos orientados a predecir la accién farmacoldgica de drogas

o sus efectos adversos (Evans & Mcleod , 2014).

En la actualidad también se conoce que muchos desordenes funcionales estdn atribuidos a los cambios
genéticos en los receptores. Por mencionar algunos ejemplos se encuentre el sindrome QT largo, la
insensibilidad a andrégenos , la predisposicién a cancer de prdstata y la alteracién del receptor de acido

retinoico en la leucemia promielocitica aguda (Weber, 2001).

4.0 Citocromo P450

Se denominan citocromos P450 (CYP) a un conjunto de isoenzimas localizadas principalmente en el reticulo
endopldsmico y en las mitocondrias de los hepatocitos y en menor cantidad en diversos tejidos de drganos
tales como cerebro, rifidn, intestino y pulmdn. En los mamiferos la mayoria de xenobidticos son metabolizados
en el higado en la fase | de la biotransformacion, y en el humano mas de 30 isoformas de enzimas CYP son

responsables del metabolismo de diferentes compuestos.

La superfamilia P450 esta formada por familias y subfamilias de acuerdo con el grado de similitud de la
secuencia de aminodcidos; las isoformas de una misma familia son homadlogas en el 40 % de la secuencia de

aminoacidos, mientras que las subfamilias en mas del 55% con algunas excepciones. En humanos de los mas
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de 50 CYP conocidos, solo tres familias de enzimas tienen una contribucién relevante en el metabolismo de

farmacos y xenobidticos: CYP1, CYP2 y CYP3 (Kitagawa, Kunugita, Katoh, Yang, & Kawamoto, 2016).

En la familia CYP2 las isoformas CYP2D6, CYP2C9 y CYP2C19 son las de mayor importancia clinica. La enzima
CYP2D6 interviene en el metabolismo del 25 % de los farmacos, por lo que la presencia de variantes alélicas
del gen CYP2D6 ha generado gran interés en farmacologia clinica. A la fecha se han identificado mas de 30
alelos defectuosos de la enzima CYP2D6 los cuales originan un metabolismo lento. Las principales variantes

alélicas asociadas al metabolismo lento son CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*7 Y CYP2D6*8

Las principales variantes alélicas de CYP2D6 asociadas al metabolismo intermedio son: CYP2D6*10,

CYP2D6*17, CYP2D6*18 Ycyp2D6*36 (Hart & Jones, 2010).

4.1 Nomenclatura de enzimas del CP450

La nomenclatura estandar de las enzimas del citocromo P450 utiliza la raiz CYP seguida de un nimero arabigo
gue designa la familia de enzimas sobre la base de una identidad aminoacidica de mas del 40%, una letra para
designar la subfamilia con una identidad de mas del 55% y otro nimero que denota la enzima individual, por
ejemplo: CYP2D6*4. Para cada enzima el alelo silvestre se designa con *1 vy las variaciones alélicas se enumeran
de manera secuencial segun han sido identificadas (es decir, *2, *3, etc.). Las enzimas del sistema citocromo
P450 son importantes tanto en la biosintesis como en la degradacidon de compuestos enddgenos (esteroides,
lipidos y vitaminas, etc.); ademds, metabolizan muchas sustancias quimicas presentes en la dieta, en el

ambiente y también los farmacos (Belloso & Redal, 2010).

4.2 Caracteristicas generales de la enzima CYP2D6

La enzima CYP2D6 contiene 497 aminodcidos en su estructura entre el 1.5 al 2.0 % del total de isoenzima; sin
embargo, es una de las mas importantes ya que participa en el metabolismo del 25% de los farmacos de uso
clinico entre los que se encuentran antidepresivos, antihipertensivos, anti arritmicos, inhibidores de
recaptacion selectiva de serotonina, opidceos y neurolépticos. Los diferentes modelos de la enzima se basan
en la estructura tridimensional del citocromo bacteriano P450 BM3 de Bacillus megaterium o del CYP2C5 de
conejo ambos obtenidos por mutagénesis dirigida, por lo que difieren entre si. A pesar de tener las isoenzimas
cristalizadas tales como CYP2B4, CYPC5 y CYP2V9; aln no se obtienen los isomeros de CYP2D6 estos son
necesarios para conseguir un modelo tridimensional y predecir los farmacos que actuarian como sustratos de

baja afinidad para el caso de los metabolizadores lentos (Gonzalez F. , 2016).
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Aunque no se han desarrollado criterios para evaluar estructuralmente si un compuesto es metabolizado por
esta enzima, se observa que la mayoria de los sustratos de CYP2D6 son bases lipofilicas que tienen en su
estructura un atomo de nitrégeno protonado. La reaccién de hidroxilacién se inicia a una distancia de 5 a 7A

del &tomo de nitrégeno (Avise, 2004).

Diversos experimentos indican que los aminoacidos A301 de carga negativa, es el responsable de la unién al
sustrato; asi como la S 304 y V 370 han sido involucrados en la unidn con el sustrato, sin embargo, se requiere

mayores estudios para su confirmacion (Belloso & Redal, 2010).

La enzima CYP2D6 posee una elevada afinidad por los alcaloides, a diferencia de otras isoenzimas
metabolizadoras de xenobidticos; no es regulada por agentes ambientales ni inducida por hormonas y no
presenta alguna funcién enddgena relevante. Estudios recientes han evidenciado que la isoenzima de CYP2D6
presenta una accién especifica sobre la 5- metoxoindoletilamina y la 5-metoxihidroxitriptamina por lo que es
probable también que la enzima tenga un papel principal en el metabolismo de alimentos de origen vegetal

(Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).

4.2.1 Evolucién del locus CYP2D6

La evolucidn del locus CYP2D humano ha implicado la inactivacion de los genes CYP2D7 y CYP2D8 ademas existe
una diferencia entre el nimero de genes activos de los roedores y de los humanos, ya que los primeros
presentan nueve genes CYP2D6 activos, mientras que el humano presenta solo uno, por lo que los ratones

tienen mas genes activos de CYP2D6 para destoxificar compuestos propios de su dieta (Frye, 2010).

4.2.2 Genética molecular del gen CYP2D6

El gen CYP2D6 esta localizado en el cromosoma 22q13.1, adyacente a los dos pseudogenes CYP2D7P y CYP2D8P
que fueron clonados y secuenciados por Kimura y col (1989). La secuenciacién del gen CYP2D6 incluy® las zonas
no traducidas 5" y 3"que miden 1531 y 3522 pares de bases (pb) respectivamente, y los 4378 pb corresponden
a la zona codificadora con nueve exones y ocho intrones. La caja TATA se encuentra en las posiciones 24 y 28

pb lugar donde se une la RNA polimerasa (Cozza & Armstrong, 2001).

La secuenciacién de CYP2D7 reveld que es un gen aparentemente normal, excepto por la insercion de una T en
la posicidn 226 en el exdn 1, lo cual origina la interrupcion de la lectura de la zona codificadora y una
terminacion prematura en las bases 2587 a 2589 en el exdn 5 del gen CYP2D7, lo que probablemente podria
originar un ARNm inestable. El pseudogen CYP2D8 presenta multiples deleciones e inserciones en los exones
originando la interrupcion total del marco de lectura abierta; otra particularidad es la presencia de una

insercién Alu en el intrén 1; este tipo de elementos nucleares dispersos cortos (SINES) de aproximadamente
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300 pb se encuentran distribuidos aleatoriamente en el genoma humano. Los pseudogenes CYP2D7P presentan

una similitud de 92 % y 97% con la secuencia del gen CYP2D6 respectivamente (Shi MM, 2001).

4.2.3 Variantes Alélicas CYP2D6 normales
CYP2D6*1 es uno de los alelos funcionales mas comunes, codifica la enzima asociada con un indice metabdlico
normal; aquellos individuos que sean homocigotos o heterocigotos para estos alelos son clasificados como

metabolizadores rapidos.

Existen cinco subtipos de la variante *1A,*1b,*C,*D y *E, que se diferencian en la posicion de las mutaciones

silenciosas.

CYP2D6%*2 se caracteriza por presentar sustituciones de citosina por timina en el exdn 6 y guanina por timina
en el 9, originando el cambio de dos aminodcidos Arg296Cys y Ser486Thr en la estructura de la proteina; estos
cambios aminoacidicos no alteran la actividad enzimatica de CYP2D6. Existen 11 subtipos dentro de esta
variante *2A,*2B,*2C,*2D,*2F,*2G,*2H,*21,*2),*2K y *2L que comparten las mismas sustituciones
nucleotidicas a nivel de los exones 6 y 9; y que se diferencian en las mutaciones silenciosas presentes en la

secuencia del gen (Higgins & Stearns, 2010).

4.2.4 Alelos CYP2D6 asociados a metabolismo lento
Se conocen alrededor de 30 alelos defectuosos de la enzima CYP2D6, los cuales tendran como fenotipo un
metabolismo lento. Siendo los alelos no funcionales mas comunes: CY2D6*4, CY2D6*3, CY2D6*5, CY2D6*7 y

CY2D6*8.

El CY2D6*4, fue la primera variante alélica asociada a metabolismo lento en ser identificada por Kimura y col.
en 1989, presenta una sustitucidon de una guanina por una adenina en la posicién 1934 entre los intrones 3 y 4;
lo que origina una alteracidon en el procesamiento del RNAm. Todas las variantes *4 se caracterizan por
presentar el defecto en el procesamiento de RNAm mientras que cada subtipo tendrd sus caracteristicas

propias.

Los subtipos *4A y *4B presentan un cambio nucleotidico de citosina por timina en la posicién 100 del exén 1
originando Pro34Ser, la prolina es altamente conservada en su posicién y arreglo Pro Gly-Pro, lo cual enlaza la
secuencia hidrofébica de la membrana a la porcidn globular de la enzima. Ademas, presenta tres sustituciones
nucleotidicas; de citosina por adenina en la posicién 974, de adenina por guanina en la posicidon 984 en el exén
1y un cambio de guanina por citosina en la posiciéon 4180 del exdn 9; produciendo cambios de aminoacidos en

la estructura de la proteina Leu91Met, His9Q4Arg y Ser486Thr respectivamente.
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El CYP2D6*4C presenta una sustitucidon de timina por citosina en la posicién 3887 del exdn 8 produciendo un
aminodcido diferente Leu421Pro; ademads de los cambios de Pro34Ser y Ser486Thr, el subtipo CYP2D6*4M

presenta los cambios de Leu91Met y His9Q4Arg en la estructura de la proteina.

CY2D6*3 presenta una delecion de adenina en la posicién 2549 en el exdn 5 del gen; originando un
desplazamiento del marco de lectura del RNAm y en consecuencia se produce una enzima inactiva; mientras
que el subtipo *3B ademds presenta un cambio de adenina por guanina en la posicién 1749 en el exén 3

produciendo un cambio de Asn166Asp (Eichelbaum & Burk, 2001).

CY2D6*7, presenta un cambio de adenina por citosina en la posicion 2935 en el exdn 6 que produce el cambio

de His324Pro; originando una enzima inactiva.

CY2D6*8, presenta una sustitucion de guanina por timina en la posiciéon 1758 iniciando el exén 3, lo que origina

el codon UGA de parada y una proteina truncada (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).
4.2.5 Alelos CYP2D6 asociados a metabolismo intermedio

Las principales variantes alélicas de actividad reducida de la enzima CYP2D6 son: CY2D6*10, CY2D6*17,
CY2D6*18 y CY2D6*36

La isoforma CY2D6*10 presenta sustituciones de citosina por timina en la posicién 100 del exén 1 de una
guanina por citosina en la posicién 4180 del exdn 9; produciendo cambios de Pro34Ser y Ser486Thr en la
estructura de la proteina respectivamente. Los subtipos *10A, *10B, *10C y *10D comparten las dos
sustituciones de nucleétidos mencionados y se diferencian en las mutaciones silenciosas presentes en la

secuencia del gen.

CY2D6*17 presenta tres sustituciones nucleotidicas, una citosina por timina en la posicion 1023 del exdn 2, una
citosina por timina en la posicion 2850 del exdn 6 y un cambio de guanina por citosina en la posicién 4180 del
exon 9; produciendo cambios de Thr107lle, Arg296Cys y Ser486Thr respectivamente en la estructura de la

proteina.
CY2D6*18 presenta una insercién de nueve nucleétidos GTGCCCACT en el exén 9 entre la posicion 4125y 4133,

CY2D6*36 presenta multiples cambios nucleotidicos en el gen CYP2D6, originando las siguientes
modificaciones aminoacidicas: Pro34Ser, Pro469Ala, Thr470Ala y Ser486Thr que conllevan a una enzima

inactiva (Ingelman-Sundberg , 2015)

4.2.6 CYP2D6 y el metabolismo ultrarrapido
Los individuos portadores de los alelos que llevan duplicaciones del gen CYP2D6 presentan un metabolismo

ultrarrapido. Inicialmente el CY2D6%*2 apareceria en la duplicacidn, pero estudios recientes han demostrado
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qgue también estan presentes en duplicaciones las variantes CY2D6*1X2 y CY2D6*35X2 (Lovlie, Daly , Molven,
Idle, & Steen, 2017).

5.0 Evaluacién de la actividad individual del CYP2D6

La actividad del CYP2D6 se puede determinar usando un farmaco trazador como sustrato cuyo metabolismo es
conocido. La excreciéon del compuesto o metabolitos del marcador en la orina permiten calcular la
concentracion del fdrmaco metabolizado, de esta forma se mide indirectamente la actividad de la enzima
CYP2D6. Los farmacos mads usados para determinar esta actividad son la esparteina, el metoprolol, la codeina
y el dextrometorfano. Este ultimo, es el mas usado debido a su disponibilidad como medicamento OTC (over

the counter, de venta sin prescripcion) en la mayoria de los paises (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).

El analisis metabdlico de farmacos en pacientes presenta serias dificultades debido a que cuando se co-
administran estos, se confunde el efecto adverso con la enfermedad. Ademads, si los farmacos inhiben la
actividad enzimatica ocasionarian la disminucidon de metabolitos en la orina y aparentemente se trataria de un
metabolismo lento. De esta forma, se evalla la funcién de la enzima y se detectan las interacciones o los
defectos en el metabolismo de farmacos (Koch, 2014).La genotipificacion implica la identificacion de
mutaciones génicas especificas, (tabla 5.1), estas incluyen alteraciones en la expresidon por aumento, ausencia
o disminucién de la actividad catalitica. Con este andlisis del genoma se evitan todos los inconvenientes arriba

sefialados.

Tabla 2 Mutaciones mads frecuentes detectadas en el gen CYP2D6 (Belloso & Redal, 2010).

Alelo CYP2D6 Nucledtido cambiante Actividad enzimdtica
*1 Alelo silvestre Normal

*2 2850 C/T Normal

*3 2549 A / delecidon Ninguna

*4 1846 G/A Ninguna

*5 Delecion del gen Ninguna

*6 1707 T 7 delecion Ninguna

*7 2935A/C Ninguna

*g 1758 G/T Ninguna

*9 2613-2615 del AGA Intermedia

*10 883G/C Ninguna

*11 124 G/A Ninguna

*12 124 G/A Ninguna

*17 1023C/ T Intermedia
Duplicacién del gen | Multiplicacion del gen Incrementada (segun el nimero de copias)
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Para llevar a cabo este tipo de analisis, se requiere de una pequefia muestra de sangre o tejido como fuente de
DNA. Comunmente, la PCR-RFLP (Reaccién en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismos en Longitud de los
Fragmentos de Restriccion) y otras variantes de la PCR son usadas para esta evaluacidn. Las micromatrices
también son Utiles en la deteccién de la variacién génica responsable del metabolismo y la respuesta
diferenciada de los individuos a un mismo farmaco. La genotipificacién clasifica a una poblacién en estudio en

cuatro grupos, en base a su capacidad de metabolizacién de los xenobidticos (Cozza & Armstrong, 2001).

Los metabolizadores: a) rapidos tienen la capacidad metabdlica normal con dos alelos CYP2D6 activos, b)
intermedios combinan un alelo activo y otro inactivo, c) lentos presentan dos alelos inactivos o uno
parcialmente activo y d) ultrarrapidos incluyen tres o mas alelos CYP2D6 activos debido a la amplificacion

génica.

La ausencia de una mutacién perceptible no excluye la posibilidad que un paciente tenga un metabolismo lento

o intermedio (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).

5.1 Dosificacién segun fenotipo CYP2D6
Se recomienda que se realice el seguimiento del tratamiento en pacientes con variaciones alélicas de la enzima

CYP2D6, debido a que disminuye o aumenta la capacidad de eliminar el fdrmaco.

Un factor importante para correlacionar el genotipo con el fenotipo de CYP2D6 es que muchos farmacos
pueden inducir o inhibir la actividad catalitica. Por consiguiente, en un individuo se puede cambiar la dosis en
base al genotipo. Por ello, es importante la interpretacidn de los resultados en el contexto de la co-

administracion de otros farmacos.

Los pacientes con metabolismo rapido o intermedio pueden tener la actividad de enzima CYP2D6 inhibida por
una variedad de farmacos o sus metabolitos, incluyendo muchos antagonistas del receptor de histamina H1. El
tratamiento con inhibidores de CYP2D6 puede cambiar el metabolismo rapido o intermedio a lento (Kitagawa,

Kunugita, Katoh, Yang, & Kawamoto, 2016).

5.1.1 Metabolizadores lentos.

Se deben evitar los fadrmacos que son modificados a su forma activa por CYP2D6, es decir los profarmacos como
los opioides. Por ejemplo, el 10 % de una dosis de codeina es transformado a morfina por desmetilacién en el
higado; por otro lado, que se debe reducir la dosificaciéon de los farmacos que son administrados en formas

activas como por ejemplo los antidepresivos que son metabolizados por CYP2D6 (Belloso & Redal, 2010).
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5.1.2 Metabolizadores ultrarrapidos
La dosificacion para metabolizadores ultrarrdpido se debe aumentar, en el caso de fdrmacos que no necesiten
activarse; mientras que la dosificacion se debe disminuir en el caso de los profarmacos como codeina ya que

causaria toxicidad con consecuencias serias (Belloso & Redal, 2010).

5.1.3 Metabolizadores intermedios

Las personas de metabolismo intermedio deben empezar la terapia con la menor dosis eficaz. Los cambios de
la capacidad metabdlica de un individuo no cambian la accidon farmacoldgica de la medicacion, por lo tanto los
intervalos de concentracidn estandar del farmaco pueden ser usados para optimizar la dosificacion (Belloso &

Redal, 2010).

6.0 Perspectivas futuras del estudio de la variabilidad del gen CYP2D6

La determinacidn de polimorfismos genéticos de CYP2D6 es de gran valor clinico para ajustar la dosificacién de
farmacos que son sustratos de esta enzima y que poseen una ventana terapéutica estrecha. La genotipificacidon
de CYP2D6 mediante técnicas de biologia molecular permite obtener informacidn valiosa que ayudaria a los
médicos a prescribir un fdrmaco segun el paciente y de este modo disminuir las hospitalizaciones debidas a las

reacciones adversas, o la seleccidn alternativa de un farmaco de la enzima CYP2D6.

Recientemente (2015) la Agencia para la Administracion de los Alimentos y Drogas de Estados Unidos ha
aprobado dos pruebas farmacogenéticas disponibles comercialmente que apoyan la personalizacidon del
tratamiento farmacoldgico. Estas pruebas detectan variaciones en los genes que codifican para dos enzimas
metabolizadoras de drogas CYP2D6 y CYP2C19 (Roche AmpliChip,) y UGT1A1 (Molecular Assay; Third Wave
Tech) (McCarthy & Davies, 2002).

Se predice que la préxima década el mercado de las pruebas moleculares diagndsticas aumente de manera
considerable, potenciado por la farmacogenética y el suefio elusivo de una medicina personalizada. El reto es
manejar las expectativas de la comunidad médica y de los pacientes que han sido alentadas por las noticias

repetidas de grandes descubrimientos genéticos.

En el caso de CYP2D6 la implementacion de pruebas moleculares rapidas y de gran precisién puede tener una
gran aplicaciéon clinica en psiquiatria ya que esta enzima interviene en el metabolismo de muchos
antidepresivos y antipsicoticos. En particular la genotipificacion de CYP2D6 puede ser importante para los
individuos metabolizadores lentos bajo tratamiento con antidepresivos triciclicos venlafaxima, antipsicéticos

tipicos y risperidona (Licio & Wong, 2008).
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La determinacion genética de CYP2D6 tiene la ventaja adicional de permanecer estable durante la vida de las
personas, por lo que es potencialmente util en las estrategias de prescripcion racional de los medicamentos.
Sin embargo, es importante sefalar que el uso y la utilidad de las pruebas farmacogenéticas para reducir las
reacciones adversas y mejorar la eficacia de los farmacos debe ser probada por estudios clinicos prospectivos
y estudios farmacogendmicos relacionados que demuestren el beneficio de la genotipificacién para estos

propdsitos (Cozza & Armstrong , 2001).

Una de las barreras mas importantes para la implementacién de la farmacogenética en la practica clinica es la
educacion de esta disciplina, no solo en los profesionales de la salud sino también en el publico en general. Los
médicos clinicos tienden a ignorar la gran cantidad de informacidon farmacogenética nueva y la ven como una
carga adicional y una complicacidn para el complejo proceso de decisidn terapéutica. Esto parece ser resultado
de la falta de educacién de esta ciencia y del potencial que la gendmica ofrece en la aplicacion media de esta
tecnologia. La educacién genética a nivel de pregrado, posgrado y educacidon continua ha ido rezagada del
enorme avance cientifico y técnico de area, por lo que es imperativo el disefio de nuevos programas educativos

en el drea de la salud que incluyan los principios y aplicaciones de la Farmacogendmica (Shi MM, 2001).

7.0 Composicién de la sangre
La sangre humana estd compuesta de un 22 por ciento de elementos sdélidos y un 78 por ciento de agua. Los
componentes de la sangre humana son:
e Elplasma, en el que estan suspendidas las células sanguineas, incluye:
Glébulos rojos (eritrocitos) - transportan oxigeno desde los pulmones hacia el resto del cuerpo.
Gldébulos blancos (leucocitos) - ayudan a combatir las infecciones y asisten en el proceso inmunolégico. (Ruiz,

2012).

Sin embargo, dentro de los glébulos blancos encontramos diferentes componentes celulares y componentes
guimicos los cuales se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3 Componentes celulares y quimicos de la sangre (Ruiz, 2012).

Componentes celulares Componentes quimicos ‘

Linfocitos Carbohidratos
Monocitos Proteinas
Eosindfilos Hormonas
Basofilos Oxigeno
Neutrdfilos Didxido de carbono
Plaquetas Nitrégeno
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7.1 Composicion de la saliva
La saliva contiene electrolitos y proteinas. La composicién de proteinas. La composicién electrolitica de la

secreciéon primaria de la saliva producida por las células acinares se asemeja a la del plasma. Sin embargo, los
conductos estriados y excretores modifican dicha secrecién y la transforman en hiposmética. En la saliva hay
menos Na* menos Cl, mas K* y mas HCO5™ que, en el plasma, debido a que el Na* y el CI se reabsorben y los
iones K* y HCOs se secretan. La secrecion de HCOs; se acompaia de un trasporte de H* hacia la sangre.

(Koolman, 2009).

Con respecto a la composicion proteica de la saliva las dos proteinas fundamentales que estan presentes son
la amilasa y la mucina. La amilasa la produce fundamentalmente las glandulas parétidas y la mucina las
glandulas sublinguales y submaxilares. La amilasa es una enzima hidrolitica que interviene en la digestién del

almidon (Galvez, 2010).

7.2 Extraccion de DNA utilizando sangre y saliva
El primer paso en cualquier analisis genético suele ser el aislamiento del material genético. Los métodos de

extraccién del DNA se remontan a 1869 cuando Miesher consiguidé extraer del esperma de salmén y de los

leucocitos humanos lo que entonces se denominé nucleina y que hoy en dia se conoce como DNA.

Para aislar el DNA a partir de una muestra de sangre se procede a lisar los eritrocitos con choque hipotdnico y
en presencia de detergentes para eliminar el exceso de hemoglobina. Subsiguiente se tratan los nucleos de los
leucocitos con proteinas y se procede a la purificacion del DNA a través de extraccidn cloroférmica de las

proteinas y la precipitacién del DNA con etanol (Ruiz, 2012).
El DNA extraido de esta forma es apto para la mayoria de las técnicas de analisis genético molecular.

La extraccién de DNA a partir de saliva se basa en el mismo fundamento que en el caso de la sangre, la diferencia
principal es el tipo de célula en cual se lleva a cabo la lisis para la liberacién del material gendmico. En el caso
de la saliva fresca las células de descamacién de la mucosa oral son las que sufren esta lisis para liberar el

material gendmico (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

En un sin nimero de estudios genéticos la calidad del DNA a utilizar es primordial, asi como la pureza (Francini,

Thomas, & Thiago, 2010).

Usualmente en este tipo de estudios en los cuales se requiere un DNA integro se prefiere utilizar sangre
periférica como muestra bioldgica para la extraccion del material genético puesto que con un buen método de

extraccion se logra obtener de 10 a 15 pug de DNA por mL de sangre obtenida.
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Sin embargo, con el paso del tiempo y el avance de la tecnologia se ha descubierto que no solo se puede
obtener DNA de buena calidad a partir de sangre. La venopuncion puede llegar a resultar riesgosa y dolorosa
tanto para los pacientes como para el personal que se encarga de tomar la muestra , en realidad muchos
sujetos de estudio dentro de protocolos de investigacidon se niegan a participar pues la venopuncion resulta
bastante incémoda y dolorosa para ellos, en cuanto al DNA extraido a partir de sangre se ha notado que
facilmente puede degradarse con el paso del tiempo y de esta forma la muestra ya no es viable para utilizarla

y obtener un resultado éptimo.

Otro factor importante que considerar en el uso de sangre es la presencia de iones de hierro (Fe?*) el cual
compite con iones de (Mg?*) los cuales pueden inhibir la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Francini,

Thomas, & Thiago, 2010).

En general, el estudio molecular requiere de diferentes etapas de procesos, siendo la extraccion de DNA la mas
importante para lograr obtener resultados 6ptimos en un diagndstico molecular. Debido a las razones
planteadas anteriormente se decidié buscar por técnicas alternativas para poder obtener DNA, en la cual el

uso de saliva fresca resulta ser una de las mejores alternativas logrando resultados de gran calidad.

Las glandulas sublinguales, parétidas y sub-mandibulares secretan saliva. Aproximadamente cada 2.7 horas se
genera nueva saliva al dia esta saliva recién formada estd compuesta de aproximadamente 75% de células
epiteliales (430,00 células/ mL) y el 25 % leucocitos (2 a 136,00 celular / mL) esto depende de la salud bucal del
individuo (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

Endler y colaboradores en 1999 encontraron que al menos el 58% de las células epiteliales presentes en una
muestra de saliva fresca presentan DNA intacto, su protocolo de extraccién lo basé en el método de Sambrook,
et al. (1988) en el cual la extraccion la lograba a partir de leucocitos en sangre y con mayor facilidad en

comparacioén a la extraccion a partir de células epiteliales en saliva (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

En el 2003 Dawes encontrd que en la saliva de sus pacientes regularmente contaban aproximadamente con
430,000 células epiteliales/ mL, 1.36x10° leucocitos y 1.7x10’ bacterias acompafiado de DNA de otros
microorganismos encontrados en la cavidad oral. Ademas, la saliva y células de la mucosa oral pueden ser

recolectadas usando una variedad de métodos como:

e Salivacion
e Hisopos de algoddn
e Cepillos citoldgicos

e Enjuagues bucales con solucion salina
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Estos métodos permiten que la recoleccidén de muestra de saliva sea cdmoda tanto para el tomador como para

el paciente y reduce considerablemente la transmisién de enfermedades.

Otros componentes de la saliva como enzimas, hormonas, inmunoglobulinas y otras biomoléculas también
pueden interferir con la cantidad y calidad del DNA extraido. Los mismos cuidados para una muestra de DNA

obtenida a partir de sangre como de saliva tienen que ser los mismos para la preservacién de esta.

Segun la genoteca de DNA (DNA Genotek: Ottawa, Ontario Canadd) la saliva puede ser almacenada de mas

menos 5 afios en un cuarto con temperatura regulada de 2 a §C.

Sin embargo, Kuchler, et al. Evalud la calidad de muestras de saliva almacenadas bajo temperatura de 2 a 8C
y de saliva almacenada a temperatura ambiente, las muestras fueron analizadas después de 4 a 8 dias de

almacenaje (Minaguchi & Bennick, 2014).

Los resultados obtenidos en cuanto a la calidad no varian con importancia estadistica, sin embargo,
encontraron en aquellas muestras que fueron almacenas a temperatura ambiente un crecimiento de bacterias
lo cual puede llegar a interferir con estudios moleculares. Otros estudios indican que la estabilidad de una

muestra de saliva fresca en congelacién puede ser hasta de 6 afos (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

Con esto se logra entender mejor el propdsito y la utilidad de la extraccién de DNA a partir de una muestra de

saliva fresca.

Como ya se menciond el citocromo CYP2D6 es un miembro del complejo enzimatico P450. Interviene en
metabolismo de aproximadamente el 25% de los farmacos que actualmente se encuentran en el mercado. Se
han identificado mas de 70 alelos de este gen, cada uno de ellos, asociado a una determinada actividad de la
enzima codificante. Esta gran variabilidad polimérfica implica la existencia de diversidad fenotipica a nivel
individual para dicha enzima. Se han determinado cuatro fenotipos posibles en funcién de la actividad
metabolizadora del CYP2D6: Los denominados metabolizadores lentos (PM), los intermedios (IM), los rapidos

(EM), ultra rédpido (UM).

La variante alélica * 4 de CYP2D6, fue la primera variante alélica asociada a metabolismo lento, presenta una
sustitucion de una guanina por una adenina en la posiciéon 1934 entre intrones3 y 4; lo que origina una

alteracion en el procesamiento del ARNm.

Diferentes estudios se han realizado para la deteccion de la variante alélica *4 de CYP2D6 en poblacion
mexicana los cuales muestran que frecuentemente se presenta alelos no funcionales o inactivos para CYP2D6

(Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015).
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Por esta razon el presente trabajo pretende demostrar la utilidad de la extraccién de DNA a partir de una
muestra de saliva fresca, logrando analizar este material hasta la deteccidn de un polimorfismo de alto impacto

en la salud de los seres humanos.

8.0 Justificacion del trabajo de tesis

En estudios gendmicos la extraccion de DNA comUnmente se realiza a partir de muestras de sangre, En la
actualidad la extraccion de DNA se puede realizar casi de cualquier tejido, esto dependiendo de la naturaleza
de la muestra bioldgica primaria y del objetivo del estudio a realizar. El uso de saliva como muestra primaria
para la extraccion de DNA ya se a utilizado en diferentes estudios presentando bueno resultados de integridad
con los cuales se puede llevar a cabo un estudio gendmico. Sin embargo, es importante evaluar ciertos factores
que podrian dar falsos resultados a la hora de la deteccidn de polimorfismos de nucleétido simple (SNP) tanto
para métodos cualitativos como cuantitativos. Por ejemplo, el tejido o tipo celular del que se parte suele ser
muy importante. Es por ello que en esta investigacidn estudiaremos la pertinencia de utilizar la saliva en la
deteccion del polimorfismo *4 de CYP2D6 ya que la toma de muestras de sangre suele ser extremadamente
molesto para muchos pacientes, ademas la comparacidn de estas dos diferentes muestras bioldgicas pretende
demostrar que el uso de saliva fresca para la extraccion de DNA es de mayor calidad y da los mismos resultados

gue una muestra de DNA obtenida a partir de sangre periférica.

Por otro lado, el hecho de genotipificar el polimorfismo mas frecuente en la poblacién mexicana de CYP2D6 en
jévenes de nuestra poblaciéon estudiantil podria tener un valor agregado en el impacto de la medicina

personalizada en nuestra poblacidn, que es uno de los objetivos que persigue la Farmacogendmica.

9.0 Objetivo General
Genotipificar el polimorfismo *4 de CYP2D6 en una poblacién juvenil, por el método PCR-Restriccidn, a partir

de muestras de sangre y saliva para demostrar su pertinencia y aplicacion.

9.1 Objetivos Particulares
e Realizar la extraccién de DNA a partir de muestras bioldgicas de sangre y saliva fresca de una poblaciéon
de estudiantes de la FESC, utilizando el método de extraccién de DNA “Covarrubias y Buffone” con

modificaciones. (Miller, Dykes, & Polesky, 1988)

e Comparar la concentracion e integridad de DNA obtenido a partir de sangre y saliva fresca para
demostrar la validez y reproducibilidad en ambas muestras, y poder utilizar el DNA extraido para la

deteccion del polimorfismo 4 de CYP2D6
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e Llevar acabo técnicas moleculares como PCR - Restriccién enzimatica de las muestras de sangre y saliva

para la deteccion del polimorfismo 4 de CYP2D6.

e Comprobar que no existen alteraciones provocadas por los componentes de la saliva fresca durante el
proceso de deteccidon del polimorfismo, los cuales pudieran dar resultados falsos, los cuales se

descartaran mediante la comparacién de resultados entre muestras de sangre y saliva.
10. Metodologia

Para realizar este trabajo se solicitd la participacion de 50 alumnos de la FES-Cuautitlan de diferentes carreras.

Se les tomaron 2 diferentes muestras bioldgicas:
a) 5 mL de sangre periférica obtenida con sistema vacutainer
b) 15 mL de saliva fresca a través de la recoleccion en un tubo de centrifuga conico de 25 mL.

Los sujetos de estudio que decidieron participar en el proyecto, se les dio a leer y firmar un consentimiento
informado (el cual se anexa en el apéndice A), acerca del procedimiento en el cual participarian. En este

documento se explica el objetivo del trabajo y la utilizacién de su muestra.

Se incluyd un sistema de inclusion y exclusion para la seleccidon de candidatos para participar en el proyecto,

estos tendrian que contar con las siguientes caracteristicas.

a) Tener entre 20y 25 afios
b) No ser fumadores.
c) No padecer de ninguna enfermedad crénico-degenerativa.

d) No estar bajo ningun tratamiento farmacoldgico.

Una vez establecido y seleccionado nuestro grupo de sujetos de estudio se procedié a la parte metodoldgicay

técnica.

La deteccién del polimorfismo CYP2D6*4, se llevo a cabo gracias a una serie de procedimientos moleculares a
partir de una muestra bioldgica primaria. Los pasos por seguir se pueden resumir de manera muy general de la

siguiente forma

Toma de muestra biolégica
Extraccion de DNA
Analisis de DNA obtenido

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

V V V V VY

Evaluaciéon del amplificado
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> Restriccion enzimatica

» Caracterizacion del polimorfismo

10.1 Toma de Muestra bioldgica
Una vez aceptado el sujeto de estudio para su participacién en el proyecto y teniendo firmado el

consentimiento informado, se procede a la toma de muestra sanguinea y de saliva.

10.1.2 Extraccidon de sangre periférica
La muestra sanguinea fue tomada bajo condiciones de esterilidad con un sistema al vacio (Vacutainer)
obteniendo 5 mL de sangre periférica en tubos te tapén amarillo los cuales contienen como anticoagulante

ACD.

Una vez realizada la obtencidn de sangre entera mediante la venopuncidn se procedera a identificar la muestra

con el ID correspondiente.

10.1.3 Recoleccion de saliva fresca

Para poder comenzar con la recoleccion de saliva fresca es importante mencionar que con anterioridad se le
solicité al sujeto no comer, beber o fumar nada por lo menos 3 hrs antes de la recoleccidn, esto con la finalidad
de que al recolectar la muestra esta no se vea contaminada con algun tipo de agente externo como comida, a

algun aditivo de bebida.

Se le solicita al sujeto de estudio se enjuague la boca con agua potable, una vez enjuagada la cavidad bucal se
procede con la recoleccién de la muestra de saliva por medio de salivacion. A cada uno de los participantes se

le proporciond un tubo Falcén estéril de 25 mL para la recoleccidn de la muestra.

Una vez recolectados los 15 mL de saliva fresca se le asigna el ID a la muestra de saliva y se procede

inmediatamente al siguiente procedimiento.

10.2 Extraccién de DNA a Partir de Sangre periférica
Una vez obtenida la muestra de sangre se transfieren 3 mL de sangre a un tubo cénico de 15 mL y se agrega
tres veces el volumen igual de amortiguador TTS (Tris 10 mM., Tritén 1%, Sacarosa 0.32M) a un pH= 7.6, y se

invierte el tubo varias veces con la finalidad de homogenizar la muestra con este buffer.

33



Se procede a centrifugar a 4000 rpm durante 6 minutos y se decanta el sobrenadante teniendo cuidado de no
perder el paguete, una vez decantado se agrega 1 mL de buffer TTS y se agita con ayuda de un vértex con la
finalidad de resuspender el botdn obtenido, (Este paso se repite 3 veces, hasta obtener un botdn lo mas claro

posible, es decir con la menor cantidad de eritrocitos).

Ya que se obtiene un botén claro se afiade 1 mL de TTS se resuspende y se transfiere a un tubo de 1.5 mL, se
centrifuga a 14000 rpm durante 6 min a 4 C, se decanta y se afiade 1 mL de TTS, se resuspende con ayuda de

un vortex (repetir 2 veces mas este procedimiento con la finalidad de lisar el mayor nimero de células.

Al botdn limpio se le agregan 570 pL de NaCl 5 mM. Agitar durante 2 minutos con ayuda de un vortex a
velocidad media y agregar 30 uL de SDS al 10 %. Agitar durante 5 minutos y agregar 200 pL de NacCl saturado.

Agitar durante 10 minutos

Terminando la agitacion centrifugar a 14000 rpm durante 15 min a 4 C. decantar el sobrenadante a un tubo
Eppendorf de 1.5 mL y agregar 600 uL de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1), mezclar suavemente durante

10 minutos, centrifugar a 14000 rpm a 4’ C durante 15 minutos.

Tomar la fase superior y pasarla a un tubo cénico de 15 mL. Agregar el doble del volumen de etanol absoluto

frio para precipitar el DNA con agitacion suave.

Centrifugar a 11000 rpm por 10 minutos a 4 C y decantar cuidadosamente sin perder el botdn, agregar 500 pL
de etanol al 70 % frio, resuspender el botén y centrifugar a 11000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Decantar

(repetir este paso una vez mas).
Secar el botdn de DNA y resuspender en un maximo de 200 pL de agua estéril.

10.2.1 Extraccion de DNA a partir de Saliva fresca
Una vez que se obtuvo la muestra, se transfieren 5 mL de saliva a un tubo cénico de 15 mL y se agrega tres
veces el volumen igual de amortiguador TTS (Tris 10 mM, Tritén 1%, Sacarosa 0.32M) con un pH= 7.6, y se

invierte el tubo varias veces con la finalidad de homogenizar la muestra con este buffer.

Se procede a centrifugar a 4000 rpm durante 6 minutos y se decanta el sobrenadante teniendo cuidado de no
perder el paquete que se obtiene en la parte inferior del tubo cénico, una vez decantado se agrega 1 mL de
buffer TTS y se agita con ayuda de un vdrtex con la finalidad de resuspender el botén obtenido. (Este paso se
repite 1 vez mas, hasta obtener un botdn lo mas claro posible). En comparacion con la extraccion DNA a partir

de sangre el botdn se obtiene de forma mas rapida a partir del segundo lavado.
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Ya que se obtiene un botdn claro se afiade 1 mL de TTS se agita y se transfiere a un tubo de 1.5 mL, se centrifuga
a 14000 rpm durante 6 min a 4 C, se decanta y se afiade 1 mL de TTS, se agita con ayuda de un vdrtex (repetir

2 veces mas este procedimiento con la finalidad de lisar el mayor nimero de células).

A partir de este paso, el procedimiento es el mismo que se realizé en la extraccion de DNA a partir de la muestra

de sangre, hasta secar el botdn y resuspender en un maximo de 200 pL de agua estéril.

10.3 Cuantificacion de DNA obtenido
Posterior a la extraccién, el DNA obtenido se cuantificara utilizando un espectrofotdmetro NuDrop de la marca

SENASS-NAS

Esta cuantificacion nos proporciona la concentracion de DNA obtenido en ng /uL asi como las absorbancias en

260 nmy 280 nm, y la relacién entre ambas.

En resumen, se coloca 1 pL de la muestra de DNA extraido a cuantificar e identificar con el ID de la muestra

correspondiente y se manipula el espectrofotdmetro para obtener las lecturas correspondientes.

10.3.1 Analisis de integridad de DNA

Una vez realizada la cuantificacidn se procede a determinar la integridad de la muestra, es decir, que tan viable
es la muestra para seguir con la amplificacion de la misma. Cabe mencionar que este paso es de suma
importancia puesto que de ello depende el éxito de una amplificacién en la PCR y una restriccién enzimatica

correcta.
Este analisis se lleva a cabo con una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, a 120 V durante 20 min.

Se corren 2 pL de muestra, 1 pL de buffer de cargay 1 puL de GelRed. Se cargan en los pozos del gel previamente
identificados en el primer pozo se coloca un control negativo (2 puL de C negativo, 1 uL de buffer de cargay 1
pL de GelRed) esto con la finalidad de demostrar que los reactivos a utilizar no estan contaminados con material

genético que pueda interferir con el estudio.

Transcurrido el tiempo de electroforesis el gel de agarosa se coloca en el Fotodocumentador (Smartview Pro

1100 Imager System) para observar nuestro DNA obtenido y evaluar su integridad
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10.4 Amplificacién del Gen CYP2D6. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR- Punto Final)
Ya que se realizd el analisis de la integridad del DNA obtenido y asegurandonos que se obtuvo una buena

concentracion de este, se procede a la amplificacién del gen CYP2D6 mediante la técnica de PCR de punto final.

Se utiliza el DNA extraido a partir de muestras de sangre y de saliva por el método de Covarrubias modificado
para generar la amplificacién. La reaccion de PCR se realiza al generar una mezcla con el volumen total de los
componentes necesarios en el total de reacciones a realizar para posteriormente alicuotar la mezcla en las

reacciones individuales quedando los contenidos finales de cada reaccidén tal cual se muestra en la Tabla 4

Tabla 4 Componentes para PCR

Componente Concen- Volumen
tracion
DMSO 5% 1.5pL
Primer Forward 5-GCC TTC GCC AACCACTCCG-3* 100 ng/uL 1l
Primer Reverse 5’-AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC-3" 100 ng/uL 1uL
Agua libre de nucleasas N A 6.5uL
MasterMix 15uL

(Taqg pol,dNTP,MgCl,,buffer)
DNA problema 5uL

Volumen total = 30 pL por reaccion

NOTA: al tubo control o blanco se le adiciona agua libre de nucleasas en igual volumen
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45 N Adicionar 25 pL de Mezcla Maestra ’

Primer Forward
Primer Reverse
Agua libre de nucleasas

Master Mix {Tag
pol,dNTP,MgCl,, buffer)

= DNA Problema vT =5 L
\ J Mezcla Maestra VT = 132.5 uL Reaccion PCR VT = 304l

Figura 5. Componentes para reaccion de PCR

Una vez realizada la mezcla PCR para cada una de las muestras (Figura 5) se introducen en el termociclador

programado bajo las siguiente condiciones de ciclo: 94 C5’ (desnaturalizacion) —» (94 C 1I—»60C 1’

72° C14) 30 —» ciclos —» 72C10° —» 4°C(indefinido).

10.5 Evaluacién del amplificado
Los productos de PCR se analizaran mediante su corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% a 120
Volts durante 30 min. Posterior al corrimiento electroforético, el gel se colocara en la foto documentadora para

poder observar las bandas correspondientes del amplificado el tamafio del amplicon es de 355 pb.

Se corren 5 plL del producto de PCR, 1 uL de buffer de carga y 1 uL de GelRed. Se cargan en los pozos del gel
previamente identificados en el primer pozo se coloca un control negativo (5 pL de master mix, 1 uL de buffer
de cargay 1 uL de GelRed) esto con la finalidad de demostrar que los reactivos a utilizar no estan contaminados

con material genético que pueda interferir con el estudio.
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10.6 Caracterizacion del polimorfismo *4 de CYP2D6 mediante restriccion enzimatica, utilizando la
enzima Micrococcus varians (Mval).
Los productos de PCR obtenidos se someten a un tratamiento enzimatico de restriccién utilizando a la enzima

Mval. (Tabla 5)

Tabla 5 Componentes para la restriccion enzimdtica, por cada muestra.

Producto de PCR 10 puL
Enzima Mval 0.2 pL
Buffer 10xR 2l

H,0 inyectable 7.8 pL
Volumen total 20 pL

A cada producto de PCR obtenido para cada una de las muestras se realiza el tratamiento enzimatico para
determinar el polimorfismo correspondiente. Una vez realizada las alicuotas de la restriccién enzimatica
correspondiente para cada producto de PCR esta se incuba a 37 C durante 3.5 h para favorecer la reaccién
enzimatica. Esta incubacién se realiza de igual forma en el termociclador teniendo un programa pre-establecido

con las condiciones indicadas, este programa se encuentra con el nombre de CYP2D6 37 C.

Los productos de restriccion enzimatica se analizardn mediante su corrimiento electroforético en un gel de
agarosa al 1.5% a 100 V durante 60 min. Posterior al corrimiento electroforético, el gel se coloca en el foto
documentador para poder observar las bandas correspondientes de la restriccidn con lo cual se identificard si
la muestra cuenta con el polimorfismo y de esta manera se determinara el fenotipo que presentara el paciente
para el metabolismo de farmacos metabolizados por CYP2D6. Todos los geles se documentan con las fotos

correspondientes.

Se corren 5 plL del producto de la restriccion enzimatica, 1 uL de buffer de cargay 1 plL de GelRed. Se cargan en
los pozos del gel previamente identificados: en el primer pozo se coloca un control negativo (5 uL de los
componentes necesarios para la restriccion (Enzima Mval, Buffer 10xR y H,0 inyectable), 1 uL de buffer de
carga y 1 uL de GelRed) esto con la finalidad de demostrar que los reactivos a utilizar no estan contaminados

con material genético que pueda interferir con el estudio.
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Figura 6.Digestion con la enzima Mval del producto de la PCR para la deteccion del polimorfismo G1846A (Casas,

Zavaleta, & H.lzaguirre, 2015).
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11.0 Resultados

Tabla 6 Lecturas de los pardmetros de concentracion y Abs 260/280 de DNA obtenido a partir de muestras
de sangre.

1 0.296 0.169 1.75 14.8*
2 0.716 0.839 1.85 35.8
4 0.046 0.016 2.87 23*
4 0.043 0.004 2.56 2.2%
5 0.054 0.017 3.18 2.7*
6 0.042 0.006 2.40 2.1*
7 0.055 0.014 3.93 2.7*
8 0.117 0.048 2.44 67.8
9 0.095 0.03 3.17 48.7
10 0.064 0.009 411 39.2
11 8.347 4.766 1.75 417.4
12 18.745 10.75 1.74 937.3
13 9.805 5.013 3.4 64.89
14 0.697 0.7896 0.74 25.03
15 0.268 0.156 0.212 100.9
16 2.678 0.987 1.83 450.8
17 0.25 0.17 0.21 10.49*
18 0.456 0.45 0.453 156.89
19 0.9867 0.3 0.643 60.4
20 8.588 4.704 1.83 429.4
21 0.547 0.224 2.44 27.3
22 0.317 0.084 3.77 15.9
23 0.509 0.199 2.56 25.5
24 0.648 0.286 2.27 32.4
25 0.601 0.298 2.02 30.1
26 0.744 0.721 1.03 37.2
27 0.26 0.088 2.95 13*
28 0.087 0.042 2.07 4.3*%
29 0.082 -0.04 2.05 4.1%*
30 0.094 -0.013 7.23 4.7*
31 0.375 0.102 3.68 18.8
32 0.646 0.402 l1.61 323
33 0.363 0.087 4.17 18.2
34 0.602 0.171 3.52 30.1
35 0.706 0.226 3.12 35.3
36 7.34 3.695 1.99 367
37 0.356 0.072 4.94 17.8
38 0.456 0.9 0.678 1.89*
39 5.67 3.98 4.825 267.9
40 0.363 0.087 4.17 18.2
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41 0.602 0.171 3.52 30.1

42 0.706 0.226 3.12 35.3
43 7.34 3.695 1.99 367

44 0.356 0.072 4.94 17.8
45 0.547 0.224 2.44 27.3
46 0.317 0.084 3.77 15.9
47 0.509 0.199 2.56 25.5
48 0.648 0.286 2.27 32.4
49 0.601 0.298 2.02 30.1

*Muestras con concentraciones < a 15 ng/ul fueron cuantificadas por triplicado, se realiza calculo de media
de las diferentes cuantificaciones para cada muestra

Tabla 7. Estadistica descriptiva de los paradmetros del DNA obtenido de las muestras de sangre. Programa
estadistico GraphPad Prism.

Parametro Estadistico Relacion 260/280 [DNA] ng/pL
Media 2.988 86.84
Valor Minimo 0.2100 1.490
Valor Maximo 10.75 937.3
Mediana 2.440 18.20
Desviacion Estandar (SD) 2.082 181.1
Coeficiente de Variacion (CV) 0.0069% 0.0208%
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Desviacion Estandar 260/280 (muestras de sangre)
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Grdfico 1 Desviacion Estdndar de la relacion 260/280 para muestras de sangre
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Grdfico 2 Desviacion Estandar de las concentraciones (ng/ulL) para muestras de sangre
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Tabla 8 Lecturas de los parametros de concentracién y Abs 260/280 de DNA obtenido a partir de muestras
de saliva

Sample ID Abs260 Abs280 260/280 Con(ng/ul)

1s 0.572 0.333 1.72 28.6
2s 18.155 9.645 1.88 907.8
3s 0.653 0.314 2.08 32.6
4s 18.845 9.76 1.93 942.2
5s 16.57 8.5 1.95 828.5
6s 5.392 2.825 191 269.6
7s 5.53 2.996 1.85 276.5
8s 5.69 3.119 1.82 284.5
9s 10.17 5.505 1.85 508.5
10s 15.31 8.42 1.82 765.5
11s 0.845 0.409 2.07 42.3
12s 7.42 3.968 1.87 371
13s 19.2 8.45 2.2 865.8
14s 8.9 3.2 2.78 328.7
15s 16.78 8.93 1.87 745.02
16s 50.2 29.02 1.72 489.3
17s 57.76 30.89 1.86 311.7
18s 18.45 104 1.77 209.8
19s 27.9 15.45 1.8 370.8
20s 24.28 139 1.751 1214
21s 56.45 31.08 1.8 2802.2
22s 54.18 28.785 1.88 2709
23s 28.02 14.98 1.86 1401
24s 5.49 2.8 1.82 200.45
25s 77.9 43.035 1.81 3895
26s 49.83 25.97 1.92 2491.5
27s 81.715 43.36 1.88 4085.7
28s 107.88 60.14 1.79 5394
29s 41.94 22.525 1.86 2096.5
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30s 38.61 20.665 1.87 1930.5

31s 101.7 53.44 1.89 5053.5
32s 77.3 33.035 2.33 1895
33s 97.88 50.14 1.95 4394
34s 30.8 18.6 1.65 987.65
35s 10.9 4.3 2.53 104.8
36s 44.3 23.67 1.86 711
37s 20.1 16.82 1.19 487.87
38s 68.6 48.03 1.42 528.7
39s 9.88 5.78 1.7 90.1
40s 18.78 9.76 1.92 942.2
41s 16.57 4.89 3.38 828.5
42s 5.392 2.825 1.91 269.6
43s 5.98 2.996 2 276.5
44s 5.69 2.998 1.89 284.5
45s 11.78 6.34 1.85 508.79
46s 15.31 9.27 1.82 765.5
47s 46.45 21.08 2.2 1802.7
48s 64.18 48.785 1.31 4709
49s 18.02 10.45 1.77 1201
50s 39.8 27.5 1.44 500.45

Tabla 9 Estadistica descriptiva de los parametros del DNA obtenido de las muestras de saliva. Programa
estadistico GraphPad Prism.

Parametro Estadistico Relacion 260/280 [DNA] ng/uL
Media 1.840 1263
Valor Minimo 0.2000 28.60
Valor Maximo 3.380 5394
Mediana 1.860 755.3
Desviacion Estandar (SD) 0.4287 1429
Coeficiente de Variacion (CV) 7.95% 0.002%

44



Desviacion Estandar 260/280 (muestras saliva)
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Grdfico 3 Desviacién Estandar de la relacién 260/280 para muestras de saliva
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Grdfico 4. Desviacion Estdndar de la concentracion ng/ul para muestras de saliva
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[DNA] vs. Tipo de muestra
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Grdfico 5 Concentracion del DNA extraido (ng/uL) de muestras de sangre y saliva. La
prueba de t mostro diferencias estadisticamente significativas entre los dos tipos de
muestra (p<0.01).
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Grdfico 6 Comparacion de la relacion 260/280 de DNA en muestras de sangre y saliva. La
prueba de t mostro diferencias estadisticamente significativas entre los dos tipos de muestra
(p<0.01).



Figura 7. Comparacion de la integridad de DNA en gel de agarosa al
0.5%

Donde:
C- (Control negativo)

I muestra de sangre y 2s muestra de saliva y asi respectivamente.
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Corrimiento de Muestras de saliva

Corrimiento de Muestras de sangre

Control Negativo de PCR

Pm= Marcador de Peso Molecular
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Figura 9 Producto de la Restriccion Enzimdtica con Mval en gel de agarosa al 1.5%
Donde:
Pm= Marcador de Peso Molecular
C- = Control Negativo de PCR

Carril 40 s a 47 s = Muestras de saliva

_ = Muestras de sangre
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- *1/*1 MN 27 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 28 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 29 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 30 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 32 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 32 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 33 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 34 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 35 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 36 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 37 *1/*1 MN
- *1/*1 MN 38 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 39 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 40 *1/*1 MN
- *1/*1 MN a1 *1/*1 MN
- *1/%1 MN 42 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 43 *1/*1 MN
- *1/%1 MN a4 *1/*4 MP
- *1/*1 MN 45 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 46 *1/*1 MN
- *1/*1 MN 47 *1/*1 MN
_ *1/%1 MN 48 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN 49 *1/*1 MN
- *1/*1 MN 50 *1/*1 MN
_ *1/*1 MN Donde:

- *1/*1 MN *1/*1 (CYP2D6*1 /CYP2D6*1) = Metabolizador Normal= MN

*1/*4 (CYP2D6*1/CYP2D6*4) = Metabolizador Pobre= MP
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Tabla 11 Resultados de Genotipos para muestras de saliva.

ID MUESTRA

1S

2S

3S

4S

58

6S

7S

8S

9s

10S

11S

12s

13s

14S
158
16S
17s
18S
198
20S

21S
225
23S
24S
25S

Donde:

GENOTIPO

*1/*1

*1/*1

*1/*1

*1/%1

*1/%1

*1/%1

*1/*1

*1/*1

*1/*1

*1 /%1

*1 /%1

*1 /%1

*1/*1

*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1
*1/%1

FENOTIPO

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN
MN
MN
MN
MN
MN
MN

MN
MN
MN
MN
MN

MUESTRA

ID

26s

27S

28S

29S

30S

31S

32s

33s

34S

35S

36S

37S

38S

39S
40S
41S
42S
43S
44S
45S

46S
47S
48S
49S
50S

*1/*1 (CYP2D6*1 /CYP2D6*1) = Metabolizador Normal= MIN

*1/*4 (CYP2D6*1/CYP2D6*4) = Metabolizador Pobre= MP
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GENOTIPO

*1/*1

*1/*1

*1/*1

*1/%1

*1/%1

*1/%1

*1/*1

*1/*1

*1/*1

*1/%1

*1/%1

*1/%1

*1/*1

*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/*4
*1/*1
*1/*1
*1/*1
*1/%1
*1/*1
*1/*1

FENOTIPO

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN
MN
MN
MN
MN
MP
MN

MN
MN
MN
MN
MN



Tabla 12 Fenotipo y Genotipo para CYP2D6*4 (Casas, Zavaleta, & Izaguirre, 2015).

Genotipo Fenotipo Tamano de producto después de

Digestion Enzimatica con Mval

Homocigoto Silvestre Metabolizador Normal *1/*1 250, 105 pb

Heterocigoto Metabolizador *1/*4 355,250,105 pb
Intermedio

Homocigoto Anormal Metabolizador Pobre *4/*4 355 pb

12.0 Analisis de Resultados

Para poder realizar el analisis correcto del polimorfismo de CYP2D6*4, se debe contar con una muestra de DNA
problema en o6ptimas condiciones, las cuales nos permita someter esta muestra a los adecuados

procedimientos para lograr una genotipificacion veridica.

Dicho lo anterior, uno de los objetivos de la presente tesis fue demostrar la eficacia de extraccion de DNA
gendmico a partir de muestras de saliva, teniendo en comparacion el andlisis de este polimorfismo a partir de
una muestra de sangre. La sangre es un producto biolégico de los mas utilizados para cualquier estudio clinico
y gendmico sin embargo, con el avance de la tecnologia para un diagndstico gendmico se ha demostrado que
cualquier tipo de tejido o muestra biolégica es dptima para el estudio gendmico, obviamente dependiendo de

la finalidad del estudio.

12.1 Obtencién de Muestra Bioldgica Primaria

En cuanto a la obtencién de la muestra bioldgica primaria se comprobd que la extraccién de sangre genera
dolor leve pero que en ocasiones el temor de los pacientes hacia la posibilidad de generar molestias posteriores
como un hematoma. Existe el sincope vasovagal el cual es provocado por la fobia a sangre o a las jeringas, el

cual el 98% de hombres padecen (Galvez, 2010).

A partir de las dificultades que se pueden llegar a presentar para la obtencién de muestras sanguineas, es que
actualmente se estd optando por la extraccién de DNA a partir de muestras de saliva que llevan en si, las células

de descamacioén del epitelio bucal (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

Uno de los grandes beneficios de utilizar saliva como muestra bioldgica primaria es la facilidad de obtencién,
ya que al terminar con el proceso de salivacion, el paciente no presenta molestia alguna, ni presente y no se

ha reportado ninguna posterior.

52



Sin embargo, de igual forma es importante mencionar algunas desventajas que se presentaron durante la
obtencidn de saliva como muestra bioldgica primaria. Consideramos que el mas importante es el conflicto de

no poder salivar que presentaron algunos sujetos.

EL humano puede llegar a generar aprox. 2.5 L de saliva al dia. En la literatura se reporta que la cantidad de
salivacidén generada por cada persona depende de distintos factores como la alimentacién, estado nutricional
y salud bucal, estd demostrado que pacientes que presentan poca salivacién se debe principalmente a un
estado de deshidratacion por lo tanto al no tener la cantidad suficiente de agua en el cuerpo no se generan
grandes cantidades de saliva. De aqui que ciertas enfermedades podrian predisponer a la incapacidad de

salivacion (Koolman, 2009).

En el caso del presente trabajo, solo 3 sujetos presentaron dificultad para salivar y poder recolectar la muestra
de saliva, sin embargo, esto se facilitd pidiéndoles que pensaran en comida o inclusive viendo imagenes de
comida de su agrado, ya que al ver dichas imdgenes se manda una sefial eléctrica al cerebro en la cual se envian

impulsos a las glandulas salivales para estimularlas y poder generar cierta cantidad de saliva.

Otro método por el cual se puede facilitar la salivacion es mediante movimiento circulares de la boca,

simulando el movimiento que se realiza cuando se ingieren alimentos (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

Si bien es conocido que las muestras de sangre son las mas utilizadas para la obtencién de DNA, en la actualidad
los estudios gendmicos la mayor parte de ellos se realiza con muestra de saliva como muestra primaria

bioldgica.

Para poder evaluar qué tipo de muestra es la dptima o equivalente para el uso en estudios gendmicos se deben

de considerar los siguientes puntos:

= (Calidad

=  Funcionalidad
= Estabilidad

= Accesibilidad

Teniendo en cuenta estos puntos es necesario determinar cada uno de estos para muestras de sangre y

muestras de saliva (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

12.1.1 Calidad, Funcionalidad, Estabilidad y Accesibilidad

La calidad de las muestras se refiere a que tan optima es nuestra muestra primaria bioldgica para poder realizar
un estudio gendmico y poder llegar al resultado deseado; que en el caso del presente trabajo fue la
genotipificacion del alelo *4 de CYP2D6. Este punto se evalla con la cuantificacion del DNA extraido tanto para

muestras de sangre y muestras de saliva tal y como se muestra en las tablas 6 y 8 (Griffiths & Miller, 2012).
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De igual forma un punto importante para evaluar la calidad del DNA obtenido es a partir de la visualizacién del
DNA mediante una electroforesis en gel de Agarosa al 0.5% bajo las condiciones ya mencionadas en la

metodologia.

Como resultado de este corrimiento electroforético se obtuvo la Figura 7 con ayuda del editor de imagenes
Smartview Pro-1100 del Fotodocumentador se logré editar un gel donde se pueda apreciar la comparacion de
muestras del mismo paciente, es decir muestras de sangre y saliva. La comparacién del corrimiento
electroforético se realizd para las 50 muestras de DNA. Para fines prdcticos del presente trabajo, se muestra
el corrimiento de las muestras 2-2s, 25-25s, 37-37s, 42-42s, las cuales fueron seleccionadas para la

comparaciéon de forma aleatoria.

En las muestras de DNA a partir de muestras de sangre se logra apreciar una banda la cual tienen un intensidad
de fluorescencia menor en comparacién con las muestras de saliva, esto se relaciona con la lectura de la

concentracidon de DNA (ng/ul) ya que entre mayor sea la cantidad de DNA mayor el grado de fluorescencia.
Asi que las lecturas de DNA concuerdan con lo que se observa en el gel de agarosa.

Una gran diferencia que se observa en este corrimiento es que las muestras de saliva presentan un barrido al
final de la muestra, se descarta una posible contaminacién de la muestra ya que uno de los pardmetros para
identificar la pureza de una muestra de DNA es la relaciéon 260/280 la cual se abordard mas adelante en el
presente trabajo y se demuestra que no se trata de una contaminacion puesto que la relacion 260/280 para

estas muestras de saliva esta en el rango permisible aceptable de pureza para una muestra de DNA.

Este barrido consideramos que se debe a una gran cantidad de proteinas salivales que se encuentran en la

saliva tales como la amilasa.

Las cuales con los lavados durante la extraccion de DNA no fue suficiente para lisarlas por completo y

precipitarlas con los compuestos fendlicos utilizados en la extraccidn (Griffiths & Miller, 2012).

Cuando se trata de material gendmico, el DNA obtenido a partir de saliva debe rendir en la misma medida que
lo hace el obtenido a partir de una muestra de sangre. ¢ Ddnde estd la diferencia? En las enzimas y/o bacterias

naturalmente presentes en la saliva, que pueden alterar y degradar ese material genético.

Para evitar este problema, existen kits especificos (DNA saliva collection kits) que incluyen preservantes para

mantener intacta la integridad del ADN.

Existen diversos estudios que demuestran que el DNA extraido a partir de saliva arroja resultados equivalentes

al obtenido en muestras de sangre en técnicas como PCR, SNP, genotipado, microarrays y NGS.
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Este Kit contiene una solucidon concentradora de células epiteliales y de descamacion de la mucosa oral lo cual
nos garantiza obtener una cantidad aceptable de DNA y una pureza dentro del rango analitico permisible.

(Cozza & Armstrong, 2001) (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

Una de las marcas mas utilizadas de este Kit de recoleccidn es de la casa comercial DNA Orange Genotek , en

el cual para su validacién y poder salir al mercado comercial se realizaron pruebas de comparaciéon de
extraccion de DNA entre muetras de sangre y saliva, reportando resultados favorables para la extraccion de
DNA a partir de saliva en comparacidn con las muestras de sangre. La casa comercial reporta que su Kit de
extraccién permite lisar la mayor parte de proteinas salivales en un 70% lo cual refleja un rango bastante

aceptable para la pureza e integridad de una muestra de DNA

En comparacion con el presente trabajo no se utilizé ningln kit de recoleccién de muestra lo cual nos permite
justificar la presencia de proteinas las cuales no se lograron desnaturalizar para que de esta forma se

precipitaran y se eliminaran.

La funcionabilidad la pudimos evaluar mediante la genotipificacién, este punto va ligado con la calidad de la
muestra puesto que si no se cuenta con una buena calidad de DNA no se lograra tener una funcionalidad

analitica.

La estabilidad de la muestra no es un punto que se halla evaluado dentro de este trabajo de tesis sin embargo,
. . . . . . ®
al revisar la literatura y el inserto para el kit de recoleccion de saliva DNA Orange Genotek ~,esto nos expresa

que existe una diferencia en cuestiéon de tiempo de preservacién de muestras de sangre y saliva siendo las
muestras de saliva las mds estables, manteniendo su calididad de DNA hasta por 7 afios a temperatura
ambiente de 20 a 25 grados centrigados. Mientras que las muestras de DNA extraidas de sangre tienen una
estabilidad mas corta de 3 a 4 afios en temperaturas bajo cero en estado de congelacion, esto debido a los

componentes organicos de cada tipo de muestra.

La accesabilidad de una muestra se refiere a que tan facil se tiene el acceso a esto, es decir que tipo tiene el
menor numero de complicaciones para su recoleccién, lo cual en el presente trabajo se logra demostrar que la

obtencidn de muestras de saliva es de mayor accesibilidad (Casas, Zavaleta, & Izaguirre, 2015).

En la parte Clinica y experimental de igual forma es de mayor accesibilidad puesto que cuando los pacientes
son pedidtricos, geridtricos o presentan alguna discapacidad, la recoleccién de saliva se facilita no ejerciendo

ningun procedimiento invasivo al paciente que puede llegar a causar algin conflicto fisico o emocional.
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Si bien estad demostrado que a partir de muestras de sangre se obtiene una buena cantidad y calidad de DNA,
en el presente trabajo se demuestra que trabajando con muestras de saliva se obtiene de igual forma una

muestra que cumple con los 4 puntos basicos para una muestra bioldgica primaria.

Siguiendo la metodologia de extraccién de DNA de Covarrubias modificada de Buffone y Darlington; Millar y

Polesky; Maniatis y Fritsh (Miller, Dykes, & Polesky, 1988), se logrd extraer DNA a partir de muestras de sangre
y saliva obteniendo los resultados que se presentan en las tabla 6 y 8, en las cuales se expresan los valores de
concentracion en ng/uL la Absorbancia a 260 nm y 280 nm, asi como la relacidn de estas dos absorbancias, se
presenta la tabla de valores para cada una de las muestras recordando que son muestras del mismo sujeto de

estudio ; es decir la muestra 1 (sangre) y 1s (Saliva) corresponden a la misma persona.

Uno de los puntos de calidad mas importantes (GOLD STANDARD) para determinar si el DNA obtenido es
Optimo para su estudio se basa en el andlisis entre la lectura de la concentracion (ng/uL) y la relacion de la

absorbancia 260/280.

Mediante espectrofotometria se puede determinar la concentracidon y la pureza de una muestra de DNA
basandose en la capacidad de absorbancia de un compuesto presente en una solucién a una longitud de onda
determinada. De este modo la concentracién de la muestra de DNA se calcula teniendo en cuenta el valor de
absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm. Mientras que la relacién de absorbancias A260/280

y A260/230 se utilizan para evaluar la pureza de las muestras.

La relacién A260/280 es muy estable y se considera que un DNA de pureza éptima tiene un valor entre 1.8-

2.0. Un DNA de pureza aceptable debe tener al menos una relacion A260/280 > 1.6.

Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacidn por compuestos aromaticos como fenoles y

proteinas.

Un valor A260/280 > 2.1 podria deberse a la presencia de ARN en la muestra. A 230 nm absorben

contaminantes como sales caotrdpicas, fenoles o carbohidratos (Hart & Jones, 2010).

No obstante, la relacién 260/280 se puede llegar a afectar mediante factores como la concentracién de DNA o

de la composicion del tampdn de re suspension de la muestra. (Griffiths & Miller, 2012).
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12.2 Andlisis Estadistico para resultados de muestras de sangre y saliva

Teniendo en cuenta lo anterior es importante realizar el andlisis estadistico descriptivo para cada tipo de
muestras, este estudio estadistico se basa en el cdlculo de la Media, la Desviacién Estandar (SD) y de esta forma
poder calcular el Coeficiente de Variacion (CV) tanto para la relacién 260/280 como para la concentraciéon de

DNA ng/ul los cuales se encuentran en las tablas 7 y 9.

12.2.1 Media calculada para concentraciones ng/pL. para muestras de sangre y saliva
La media calculada para la concentracidn (ng/uL) en muestras de sangre es de 86.8438 ng/uL. Esto quiere decir
gue el promedio de la concentracion de las 50 muestras de sangre oscila en los 86.84 ng/uL., mientras que para

muestras de saliva la media es de 1356.27 ng/uL.

Analizando estos resultados podemos determinar que las muestras de saliva presentan una mayor
concentracion (ng/uL), en el Grafico 5 se realiza la comparacion de las concentraciones obtenidas en nuestras
2 diferentes poblaciones, muestras DNA a partir de sangre y saliva, en la cual se observa considerablemente

la distribucion de concentraciones es mayor en muestras de saliva.

La literatura reporta que en muestras de saliva se logra obtener una concentracién de DNA en promedio de
600 a 800 ng/uL, esto debido a que en la saliva se encuentran mas células de descamacion de la mucosa oral,
pero estas a su vez vienen acompafnadas con proteinas que son componentes de la saliva, las cuales pueden
llegar a interferir con estudios gendmicos o afectar directamente en la integridad de la muestra. Este punto se

analizard mas adelante con la ayuda de la relacién 260 /280.

En diferentes estudios se ha discutido la importancia de la concentracién de DNA obtenido a partir de muestras
bioldgicas, y con esto nos lleva a la importancia de la calidad del DNA obtenido. No por el hecho de obtener
una concentracién elevada en la lectura de DNA esto quiere decir que es una muestra de alta calidad (Francini,

Thomas, & Thiago, 2010).

Como se puede apreciar en la tabla 7 y 9 la media para cada una de la muestra bioldgica primaria es diferente
y hay una significancia de importancia para cada una, Una de las preguntas planteadas para esta parte es éPor

qué existe una diferencia significativa en concentraciones de muestras de saliva y de sangre?

La respuesta se basa en la naturaleza de la muestra bioldgica primaria utilizada, como ya se mencioné la sangre
cuenta principalmente con dos tipos celulares los eritrocitos y los leucocitos. El DNA se obtiene a partir de la
lisis de los leucocitos ya que los eritrocitos pierden su nucleo durante su maduracion por lo cual no se puede

extraer DNA.

Para muestras de saliva se extrae a partir de la lisis de las células epiteliales de descamacién de la mucosa oral.
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Ambos tipos Celulares son lisados con un agente quimico (TTS). En la homogeneizacion mediante agentes
quimicos, la muestra se mantiene en presencia de detergentes, y agentes caotrdpicos que rompen las uniones
entre las células o que incluso pueden perforar la membrana celular y de esta forma liberar el material

gendmico después de un proceso de purificacidon (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).

Durante el proceso de lisis las interacciones entre las moléculas que conforman la pared, la membrana celular
y nuclear se modifican o destruyen permitiendo que los acidos nucleicos se liberen. Se utilizan soluciones
basicas, detergentes o agentes caotrépicos que permiten disolver la membrana celular, asi como inhibidores
parainactivar las enzimas que degradan el ADN. Muchas soluciones de lisis contienen también EDTA, que forma

un complejo con los iones de Mg2+ e impide el funcionamiento de las DNasas

Los componentes celulares no solubles como el material fibroso y proteinas que permanecen en solucidn se

separan del ADN por centrifugacioén.

En cuanto a la lectura en concentraciones podemos observar que estas varian de forma significativa teniendo
valores desde 2.3 ng/ uL hasta 419 ng/ ulL, segun la literatura la obtencion de DNA a partir de muestras de
sangre entera puede variar por diferentes variantes incluyendo la calidad de la técnica de extraccién asi como
la calidad de los reactivo a utilizar y las condiciones en las cuales la extraccidn se llevo a cabo (Hart & Jones,

2010).

En cuanto a muestras de sangre durante la metodologia se puede observar que se necesitan un mayor nimero
de lavados con TTS para poder retirar los restos de eritrocitos y hemoglobina y de esta forma lisar los leucocitos

y poder obtener la mayor cantidad de DNA.

Mientras que con muestras de saliva son menores los nimeros de lavados para poder desechar los restos de

proteinas, bacterias y restos de alimentos para de esta forma lisar las células epiteliales de la mucosa oral.

Con los resultados obtenidos en cuanto a concentraciones ng/uL se demuestra que la lisis de las células para
cada una de la muestras se logra, teniendo un mayor rendimiento en muestras de saliva puesto que la lisis de

la membrana de células epiteliales de descamacidn es mas facil de romper vy liberar el DNA.

12.2.2 Media calculada de la relacién 260/280 para muestras de sangre y saliva
La relacién 260/280 como ya se menciond, es un parametro que permite determinar la calidad de la muestra
de DNA, a partir de las lecturas obtenidas paras cada una de las muestras se calculd la media de esta relacion

para muestras de sangre y saliva (tabla 7 y 9).

Para muestras de sangre se obtuvo una media de 2.988 para la relacién 260/280 y para muestras de saliva una

media de 1.88. El calculo de la media nos permite determina cual es el valor en el que oscilan las lecturas para
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cada una de las 50 muestras y de esta forma determinar de forma general el rendimiento y la calidad de un

grupo de muestras de DNA.

La media poblacional calculada de la relacion 260 /280 para muestras de sangre es > a 2.98 lo cual nos indica
la presencia de RNA en estas muestras, lo cual no es un buen indicio para la calidad de muestras a pesar de que

presenten una buena concentracién de DNA.

12.2.3 Coeficiente de Variacién (CV) calculado para relaciéon 260/280 y Concentracion (ng/uL.)
El CV se define como la medida de dispersion de los datos, para las muestras de sangre se obtuvo un CV del

0.0069% para la relacién (260/280), y para la concentracion ng/ulL un CV de 0.0208%.

Para muestras de saliva se obtuvo un CV de 7.95% para la relacidn (260/280) y para la concentracion ng/uL un

CV de 0.0208%.

En el caso de las muestras de sangre encontramos un CV bajo tanto para la relacién 260/280 como para la
concentracidn, esto nos quiere decir que el tamafo de dispersién de estas dos variantes no es tan significativa,
lo cual nos indica que presentan valores homogéneos a pesar de que las muestras se tratan de diferentes
sujetos de estudio. Esto nos habla de una reproductibilidad buena del método para esta poblacién, esto no

indica una buena calidad de muestras de DNA a partir de muestras de sangre

Para muestras de saliva obtenemos un CV mas amplio lo cual nos indica que existen diferencias significativas
en las lecturas de DNA, a pesar de que se trata de la misma naturaleza de la muestra bioldgica y muestra del
mismo sujeto de estudio, lo cual nos indica que para esta poblacién de muestras de saliva la reproducibilidad

del método es baja.

Con lo cual comprobamos que en muestras de saliva encontramos mas factores que influyen al momento de

realizar la extraccion de DNA.

A pesar que se mantuvo un estandar de exclusidon para poder elegir a los sujetos que participarian en el
presente estudio encontramos que existen factores que alteran la reproducibilidad del método, estos factores

se basan en puntos como, salud bucal, el grado de hidratacién y la viscosidad de la muestra de saliva obtenida

La salud bucal es un factor que altera el grado de homogeneidad del método puesto que personas que no
tienen una buena higiene bucal presentan mayor cantidad de microbiota, por lo cual afecta la concentraciény
la relacion 260/280 para las muestras de pacientes con una higiene bucal no adecuada, pueden llegar a
necesitar una mayor cantidad de lavados y un método de purificacion para poder eliminar el mayor grado de

restos bacteriano y de esta forma no afectar el estudio gendmico (Francini, Thomas, & Thiago, 2010).
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El grado de hidratacién es otro punto importante el cual afecta el grado de dispersidn entre los puntos para
muestras de saliva. Ya que la cantidad de saliva producida por una persona se ve directamente relacionada con
el grado de hidratacidn del cuerpo, entre mejor hidratado este la persona mayor sera la cantidad de saliva
producida y con esto mayor sera la cantidad de células epiteliales presentes en la muestra de saliva y mayor

podra ser la concentracion de DNA obtenido.

Estos factores son los que impactan directamente en el CV calculado tanto para relaciéon 260/280 como para la

concentracién de muestras de saliva, lo cual afecta el grado de reproducibilidad del método.

12.2.4 Célculo de desviaciones estandar (SD) para la relacién 260/280 y concentraciones ng/uL
Una vez calculados los valores de estadistica descriptiva se logrd realizar graficos en relacién a la Desviacién
Estandar tanto para la relacion 260/280(Graficol y 3) como para la concentracién ng/ulL (Grafico 2 y 5) para

muestras de sangre y de saliva

La desviacidon estandar es un indice numérico de la dispersion de un conjunto de datos (o poblacién). Mientras
mayor es la desviacién estandar, mayor es la dispersion de la poblacién, de igual forma La desviacién estandar
es considerada como un promedio de las desviaciones individuales de cada observacién con respecto a la media

de una distribucion.

Para muestras de sangre se obtuvo un valor de SD de 2.0907 (260/280) y 181.05 (ng/ulL), para muestras de
saliva se obtuvo un valor de SD de 1496.64 (260/280) y 0.3403 (ng/uL).

Calculado el SD para cada una de la muestras podemos observar de nuevo la diferencia tan significativa que

tienen las muestras entre si.

Analizando los graficos de SD para la relacién 260/280 para muestras de sangre (Grafico 1) y muestras de saliva
(Grdfico.3), podemos observar el indice de dispersion de estos valores de SD, Las muestras de sangre
presentan un menor valor de SD, sin embargo como esta SD estad dada por la media poblacional obtenida se
observa una dispersion mayor para cada una de la muestras, esto nos refleja que la relacién 260/280 para
muestras de sangre es variable entre ellas, esto se debe a las lecturas de 260/280 no son las mas satisfactorias
puesto que presentan en general un valor aceptable, sin embargo esto no nos refleja una calidad tan alta en

comparacion con las muestras de saliva.

En cuanto a las muestras de saliva podemos apreciar en el Grdfico.3 como los puntos no muestran un grado
significativo de diferencia entre si, esto de igual forma se ve reflejado en la media calculada para la relaciéon
260/280 la cual es un valor aceptable y de alta calidad puesto que no se muestra contaminacion por RNA o

proteinas que afecten la integridad del DNA.
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Realizando la comparacidn de estos indices estadisticos (SD) comprobamos una vez mas que las muestras de
saliva presentan un grado menor de variabilidad con respecto a la media calculada para la relacién 260/280,
por lo tanto la calidad de muestras de DNA extraidas de saliva fresca es mayor en comparacidén a las muestras

de sangre.

En cuanto al célculo de SD para la concentracion (ng/uL), se obtiene un valor relativamente bajo para muestras

de sangre y un valor alto para muestras de saliva.

Esto nos refleja una vez mas el grado de variabilidad que tienen las muestras de DNA, mientras que en el Grdfico
2 podemos apreciar un grado de variabilidad menor en las concentraciones (ng/uL) para muestras de sangre,
en el Grdfico .4 se observa una variabilidad mayor entre los puntos, esto lo comprobamos de igual forma con

el valor calculado de SD para muestras de sangre y saliva.

La SD para muestras de saliva no arroja una diferencia significativa en cuanto a las concentraciones (ng/uL),
esto de igual forma no afecta en cuanto a la calidad de muestra para poder someterla a un proceso de

genotipificacion.

Este grado alto de diferencia entre los puntos se lograria disminuir de manera significativa con un método
comercial para la recoleccién y extraccion de muestras de saliva, como ya se mencioné con anterioridad este
Kit comercial permite tener un proceso mas estandarizado para la obtencidon de muestras de DNA a partir de

muestras de saliva.

Esta diferencia se ve directamente afectada por los factores ya antes mencionados que alteran la concentracion

de células epiteliales de descamacion encontradas en saliva fresca.

12.3 Obtencidn de producto de PCR

Una vez obtenida la muestra de DNA a partir de una muestra primaria, posterior al andlisis de integridad de
estas muestras de DNA estas son sometidas a una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para poder
obtener un producto y este producto obtenido ser sometido a una restriccién enzimatica y poder tener una

deteccion optima del polimorfismo 4 de CYP2 D6.

Antes de llevar a cabo la reaccion PCR se analizaron las concentraciones de DNA de cada una de las muestras,
esto gracias a que en la literatura se reporta que concentraciones muy elevadas entre los 1500 ng/ulL y

concentraciones de 3000ng /uL, pueden llegar a realizar una inhibicién en la PCR.

Esta inhibicién es considerada como uno de los mayores problemas analiticos para que una PCR se considere
exitosa, principalmente se debe a que concentraciones altas del material genético realizan una competencia

por los dNTPs y el alineamiento con la secuencia a amplificar no es la correcta (Hart & Jones, 2010).
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Por lo cual en el presente trabajo fue necesario manejar una concentracion maxima de 1000 ng/uL, por lo que
aquellas muestras que presentan una concentracion por arriba de este limite se realizé una dilucién 1: 5, para
poder homogenizar las concentraciones y de esta forma poder asegurar la amplificacién de nuestro producto
de PCR. Esto se realizd principalmente en la extraccion de DNA a partir de saliva fresca ya que como pudo

observarse en la tabla se obtenian comuUnmente concentraciones mas elevadas que en sangre.

Otra de las problematicas que se presentan durante el disefio de una PCR es la concentracion de los PRIMERS.
Una concentracion baja del PRIMER especifico debido a la alta degeneracién, esto puede ser corregido
facilmente aumentando la concentracién del primer y evitando una inhibicién competitiva (Bertilsson , Dahl ,

Dalen, & Al-Shurbaji, 2002).

Es de suma importancia conocer los PRIMERS a utilizar, como ya se sabe el disefio de PRIMER especificos para

una secuencia determina es de suma importancia y radica como un punto vital para una PCR.

Para el presente proyecto no fue necesario disefiar los PRIMERS puesto que una comercializadora ya contaba
con el disefio de estos para la amplificacion especifica de la regidn de interés, sin embargo uno de los retos a
los que se enfrenta un analista al momento de recibir los PRIMERS es determinar a qué concentracién se van a
utilizar, de igual forma esto se realizd con anterioridad al presente proyecto de tesis, la concentracién optima
de los PRIMERS esta en un rango de 0.1 a 1.0 mM. , en una concentracién mas baja a la éptima, el producto
de la amplificacion puede ser pobre. Por otra parte, en una concentracién mas alta, el alineamiento no

especifico puede superar la amplificacidn del producto deseado.

Las concentraciones del PRIMER se pueden fijar dependiendo de las caracteristicas y las cantidades de DNA.
Bajas concentraciones de PRIMER se recomiendan para DNA altamente complejos, tal como DNA gendmico
humano o para altas concentraciones de DNA templado. Mientras que altas concentraciones se prefieren para
templados de poca complejidad tales como DNA de plasmido, o para cantidades limitadas de DNA templado

(Griffiths & Miller, 2012).

En el anexo A se puede consultar la ficha técnica que proporciona la comercializadora para el uso de los
PRIMERS, la cual cuenta con informacion técnica como TM y %GC que son puntos estratégicos para considerar

el uso de los mismos en la parte experimental.

De igual forma la concentracion optima del magnesio se puede afectar por las caracteristicas y propiedades de
la mezcla de reaccidn, incluyendo concentraciones de dNTPs, de los PRIMERS y los agentes quelantes que

contenga el templado. El exceso de Mg?* tiende a causar productos no especificos que se observan como un
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barrido de bandas en el gel, mientras que el Mg?* escaso puede generar menos productos amplificados

(Menoyo , Del Rio, & Baiget, 2006).

La PCR se llevé acabo en un Termociclador Eppendorf el cual es un instrumento que nos permite elevar y
disminuir la temperatura especifica para que la reaccién de la Polimerasa se lleva a cabo. En el marco tedrico
del presente trabajo se aborda de forma mas especifica cada una de las etapas y a que temperatura se lleva a

cabo cada ciclo de reaccién.

Para poder determinar el polimorfismo de CYP2D6 * 4 se llevd a cabo la reaccién bajo condiciones especificas

las cuales se mencionan en la Metodologia del proyecto.

Otra de las limitantes que se pueden presentar para determinar si una PCR es exitosa o no es la Contaminacién
de nuestros reactivos de PCR, esta contaminacién se puede llevar a acabo al momento de manipular los
reactivos de forma errdnea y no poner en practica las buenas practicas de Laboratorio, por lo cual es
importante considerar un Control Negativo de PCR para llevar acabo su amplificacién , lo cual nos garantiza
que los reactivos a utilizar presentan una calidad extraordinaria para poder someter nuestras muestras de DNA

a la PCR. (Miller, Dykes, & Polesky, 1988).

12.3.1 Evaluacién del producto de PCR

Una vez realizada la PCR el Producto generado se sometid a una electroforesis en un gel de agarosa al 1 %
utilizando Gel Red como colorante fluorescente para poder visualizar el tamafio de nuestro producto de
amplificacion y poder determinar si el producto observado corresponde al esperado para realizar la deteccion

del polimorfismo. Las condiciones de la electroforesis se mencionan en la Metodologia del presente trabajo.

Para la deteccién de este polimorfismo de utilizo el método Schur y colaboradores , amplificando una region
que abarca la unién entre el intron 3 y el exon 4, la cual contiene un cambio de guanina por adenina,

realizando luego una digestidn del producto de PCR.

La PCR se llevé acabo utilizando las secuencias FORWARD (5’ a 3’) y REVERSE (3’ a 5’) de los PRIMERS las

cuales se pueden consultar en el anexo A del presente trabajo.

El protocolo de PCR consta de un paso inicial 942C 5’ (desnaturalizacién) [942C 1’----602C 1’-----729C 1.5]30
ciclos72eC  10'---------- 42C (indefinido).
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Una vez finalizada la PCR se espera obtener un producto de 355 pb, esto se realizd para cada una de las 50
muestras, es decir 50 muestras de sangre y 50 muestras de saliva. Por fines practicos en la presente Tesis se

decidié colocar solamente una imagen de la evaluacidn de los productos de PCR de muestras al azar.

En este caso analizaremos la Figura 8 la cual corresponde al corrimiento electroforético de las muestras 20 a
27, respectivamente a muestras de saliva (20s -27s) y de sangre, para el corrimiento electroforético se utilizé
un Marcador de peso Molecular de 1000 pb para poder visualizar el tamafio de nuestro producto amplificado
obtenido, y el corrimiento de un Control negativo para garantizar que nuestra PCR se realizé de forma adecuada

como ya antes se menciond.

Podemos observar que se logrd con éxito la PCR puesto que para cada una de las muestras se obtuvo un
producto de 355 pb lo cual es el tamafio del producto que se esperaba, sin importar el origen de la muestra
primaria (Saliva o Sangre), lo cual nos indica que se puede someter este producto amplificado a una digestion

enzimatica para poder determinar la presencia de un polimorfismo en este alelo.

Sin embargo, como se puede apreciar en la Figura 8, la banda del producto presenta una curvatura inusual lo
cual se podria interpretar como que el tamafio de la banda no es el correcto ni el adecuado. Investigando en
diferentes fuentes bibliograficas se reporta que este fendmeno se debe a que la concentracién del Buffer de
Corrimiento en este caso TBE 1x no es el mismo con el cual se prepard el gel de Agarosa, por lo cual la

concentracién es diferente y afecta en el corrimiento de nuestro producto.

Una recomendacién que se presenta en diferentes articulos es preparar el buffer el mismo dia que se utilizara
en el corrimiento electroforético y con este mismo prepara el gel de agarosa y de ser posible no reutilizar ese
buffer de corrimiento puesto que con el uso y al ser sometido a voltajes y temperatura este puede llegar a
perder su estabilidad y funcionalidad para un corrimiento éptimo, Sin embargo como se menciond esto es una
recomendacién por parte de diferentes autores, lo cual no significa que no se pueda llegar a reutilizar en alguin
otro corrimiento electroforético (Hart & Jones, 2010) (Cozza & Armstrong , 2001) (Linder, Prough , & Valdes,
2007).

En la parte experimental no se utilizé el mismo buffer para preparar el gel y el usado para el corrimiento, por

lo cual justifica el fenédmeno que podemos observar.

A pesar de esta curvatura no se presenta algun otro indicador que pueda darnos un falso positivo o que el

tamanfio de la banda se ponga en duda.

No se observa diferencia alguna en cuanto a la intensidad del producto detectado en muestras de saliva y
sangre, lo cual nos indica que no se presenta ninguna limitante o algun tipo de inhibicién en la PCR para la

deteccion del polimorfismo en una muestra u otra, lo cual es parte de los objetivos de la presente tesis.
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12.4 Caracterizacion de polimorfismo mediante restriccion con enzima Mval

El polimorfismo 4 de CYP2D6, es uno de los polimorfismos mas estudiados, pues tiene una implicacién clinica,
puesto que este produce una actividad nula para la enzima metabolizadora de farmacos, cuyas dianas

terapéuticas son del Sistema Nervioso Central (Colombres Garcia, 2008).

Los pacientes que presentan el polimorfismo, su dosis de farmacos tiene que ser monitoreada y modificada,
de tal forma que el tratamiento sea adecuado para cada paciente lo cual cumple uno de los objetivos de la

farmacogendmica (Bernard, Kevin, & Nguyen, 2006).

Para poder llegar a este resultado de fenotipos y para poder establecer qué tipo de metabolizador es cada

paciente, es necesario realizar una digestion enzimatica sobre el producto de PCR obtenido.

Una vez evaluado el producto de amplificacién por PCR, se sometieron los productos a una digestiéon enzimatica
con la enzima Mval (Micrococcus varians), la cual nos proporciona un patrén de bandas (patrdn de restriccion)

gue permitird la caracterizacién del polimorfismo 4 para CYP2D6 Figura 6.

Las enzimas de restriccidon son enzimas que cortan DNA, cada enzima reconoce una o un numero pequefio de

secuencias blanco y corta el DNA en o cerca de estas secuencias.

Los individuos homocigotos para el genotipo silvestre (*1/*1) generan dos segmentos de tamafio 250 y 105
pb; los homocigotos del polimorfismo (*4/*4) no modifican el segmento de 355 pb y genotipo heterocigoto

(*1/*4) produjo los fragmentos de 355, 250 y 105 pb (Hanioka, Kimura, Meyer , & Gonzalez, 2015).

El alelo CYP2D6*4 presenta un cambio de base de Guanina por Adenina en la posicion 1846 que lleva a un
coddn de término prematuro, que se traduce en una proteina no funcional , lo cual nos indica que la actividad
enzimatica es nula para poder metabolizar farmacos con lo cual nos da un fenotipo como metabolizador nulo

(Cozza & Armstrong, 2001).

Se realiz6 un corrimiento electroforético a los productos de digestién enzimatica (Figura 9) para cada una de
las muestras en un gel de agarosa al 1.5%, se hace una comparacién de la digestién enzimdtica para cada una
de las muestras, tanto de sangre como saliva, teniendo en cuenta que al igual que en la PCR se manejé un
Control negativo, con la finalidad de garantizar la calidad de la restriccidn y poder evidenciar que los reactivos
utilizados para esta digestion no presentan ningun tipo de contaminacién que nos pueda dar falsos positivos o

generar algun tipo de banda que se pueda confundir con una banda que origina la restriccion enzimatica.

Para poder genotipificar a cada individuo es necesario conocer cuales son los posibles fenotipos que se pueden
obtener para CYP2D6*4 y de esta forma poder dar un resultado al paciente y poder dar una dosificacion
personalizada para mejor resultado en el tratamiento.
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En las Tablas 10 y 11 se encuentran los resultados obtenidos de genotipos para cada uno de las muestras tanto
sangre como saliva, en la Figura 9 podemos observar una comparacion entre muestras de saliva y sangre para
confirmar que el resultado del genotipo en base a la restriccidon enzimatica, este genotipo se determina a partir

del tamano de bandas que se observa después de la digestién enzimatica.

Cada una de las muestras fue analizada después de la digestidn enzimatica, determinando el genotipo de cada

una con el tamafo de producto de digestidon que se observa.

En la Tabla 12 podemos observar el genotipo y el fenotipo que corresponde dependiendo del tamaiio de las

bandas que se observan posterior a la digestién enzimatica.

Todas las muestras fueron sometidas a un analisis y por lo tanto una comparacién del resultado de la restriccion
enzimatica, obteniendo un 100 % de concordancia entre muestras de sangre y muestras de saliva del mismo

sujeto de estudio.

Todas las muestras estudiadas presentaron un genotipo homocigoto silvestre de CYP2D6 dando como
resultado dos bandas posteriores a la digestidon enzimatica una de 250 y una de 105 pb, lo cual nos da como
resultado fenotipico un Metabolizador Normal , lo cual quiere decir que no se presenta algun dafio en las
enzimas metabolizadoras de CYP2D6 , las cuales son encargadas principalmente de metabolizar fadrmacos que
su accién terapéutica va dirigido al Sistema Nervioso Central, estos farmacos con mas utilizados para
tratamientos psiquiatricos, de ahi la importancia de determinar estos polimorfismos, con lo cual nos lleva a una
dosificacion del farmaco adecuada para cada paciente con la finalidad de lograr una terapia efectiva para cada

patologia (Meijerman, Sanderson , Smits, & Beijnen, 2007).

Solo el sujeto de estudio con ID 44 y 44s resulté tener un genotipo heterocigoto (*1/*4) lo cual nos da como
fenotipo un Metabolizador Intermedio, esto quiere decir que presenta un alelo con el polimorfismo 4 para
CYP2D6, esto no compromete por completo la actividad enzimatica para metabolizar los farmacos. Sin
embargo, el paciente presentara un tiempo mas prolongado para poder metabolizarlos, por lo tanto los

metabolitos generados tardan mds tiempo en localizar la diana terapéutica.

Podemos observar que este mismo resultado es para muestras de saliva y de sangre con lo cual una vez mas
se demuestra la eficacia de usar muestras de saliva fresca como fuente de DNA primario para poder realizar el
estudio gendmico y poder reducir las complicaciones y molestias que genera la toma de muestras sanguineas

para los pacientes.

De igual forma la calidad y funcionalidad de la muestra se comprueba llegando al resultado obtenido para la

deteccion del polimorfismo 4 de CYP2D6, el estudio comparativo de los resultados no arroja diferencia alguna
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entre muestras de saliva y muestras de sangre, es decir el mismo genotipo obtenido de muestra de sangre de

un paciente es el mismo en la muestra de saliva.

En el caso del sujeto de estudio de las muestra identificada como 44 y 44 s, dentro de la clinica es de gran
utilidad la deteccién del polimorfismo de los pacientes con actividad enzimatica intermedia, ya que con base a
este diagndstico el médico tratante, puede determinar la dosis terapéutica adecuada para el paciente, con lo
cual una vez mas se pretende cumplir uno de los puntos de la triada de la Farmacogendmica la cual es poder

tener una medicina personalizada (Lynch & Price , 2007).

Diferentes estudios han propuesto la deteccidén de polimorfismos para CYP2D6 dentro del sector salud para
gue de esta forma el tratamiento a pacientes sea individualizado y con base a su estudio gendmico, lo cual seria
de gran impacto para la industria farmacéutica de igual forma en el sector salud puesto que con la
determinacidn de polimorfismos de enzimas metabolizadoras la taza de éxito para tratamientos

farmacolégicos aumentaria en un 80 % de los casos (Cozza & Armstrong , 2001) (Colombres Garcia, 2008).

Estudios realizados en poblacidon mexicana arrojan que el 3.2 % de la poblacidn presenta el polimorfismo 4 para
CYP2D6 (Casas, Zavaleta, & lzaguirre, 2015). Es por eso la importancia de mejorar en alguno de los pasos las
técnicas para el genotipificado y en el caso del presente estudio se puso de manifiesto que la opcidn de saliva

como muestra de origen del DNA fue una muy buena opcién.

13. Conclusiones

v' Se comprobd la viabilidad de la deteccién del polimorfismo 4 de CYP2D6 en muestras de saliva, esto
gracias a la comparacion de los resultados obtenidos para poder determinar el fenotipo de cada sujeto
de estudio.

v"  Se estandarizé la técnica de extraccion de DNA a partir de muestras de saliva y se demostrd la
eficiencia, calidad y funcionalidad del material obtenido a partir de este método.

v" Muestras de saliva presenta un mejor rendimiento en relacién 260 /280 y concentraciones de DNA, en
comparacién a muestras de sangre, para este protocolo.

v" Mediante la extraccion de DNA se determiné el fenotipo y genotipo para CYP2D6*4 de cada uno de
los sujetos de estudio, teniendo 100% de concordancia en los resultados de sangre y saliva.

v" Se propicié un impacto ambiental positivo , ya que los residuos de muestra bioldgica y material son
menores en la extraccion de DNA a partir de saliva en comparacion de sangre

v" Se determiné que ninglin componente de la salival afecté la determinacién del polimorfismo *4 de

CYP2D6

67



14. Perspectivas del Proyecto

v" Reproducir el estudio de otros polimorfismos enzimaticos de CYP450 realizando la extraccién de DNA
a partir de muestra de saliva fresca, para que de esta forma se apliquen las ventajas mencionadas en
este trabajo y se confirme la utilidad, efectividad, calidad y funcionalidad de este método.

v" Realizar el mismo protocolo con un mayor nimero de muestras, para tener un mayor impacto
poblacional, para que de esta forma se pueda realizar la genotipificacidon de una poblacidn mas amplia
y poder obtener frecuencias genotipicas para los polimorfismos de CYP2D6.

v" Determinar un rango de concentraciones en muestras de DNA para muestras de saliva, y de esta forma

obtener bandas mas claras en las electroforesis.
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Anexo A

1.1 Preparacion de soluciones

Extraccion TTS

Sacarosa (109.6 g)

Tris (10 mL)

Tritén X -100

NaCl 5mM

SDS

NaCl (saturado)

Cloroformo / Alcohol Isoamilico
Etanol Absoluto Frio

VVVYYVYVVYY

Electroforesis

v TRIS 12.1g para 1000 ml de solucién
v Acido Bérico 5.5 g para 1000 mL de solucién
v EDTA 0.93 g para 1000 mL de solucién

NOTA: Disolver TRIS en el 60 % del volumen total
PCR

= Oligo Forward 1000 ng/uL
= Oligo Reverse 1000 ng/uL
= Agua Libre de Nucleasas

=  Master Mix

= DMSO

Restriccion Enzimatica

7
0.0

Producto de PCR 10uL

+* Enzima Mval 0.2 uL
+» Buffer 10 xR 2ul
+» H,0 Inyectable 7.8
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1.2 Carta de consentimiento informado

O ML WITHIWI 9 Universidad Nacional Auténoma de México

—

Facultad de Estudios Superiores-Cuautitlan

Cuautitlan Edo, México a del

Por medio de la presente yo hago constar
gue he sido informado y se han aclarado todas mis preguntas respecto al uso que se
le dara a las muestras donadas para el proyecto de tesis “Comparacion de muestras
bioldgicas para la deteccidn de polimorfismo de CYP2D6”, la cual se desarrollara en
la Facultad de Estudios Superiores-Cuautitlan en el laboratorio de citogenética con
domicilio en Ave. 1o de Mayo S/N, Santa Maria las Torres, 54740 Cuautitlan Izcalli,
Mex. Bajo la asesoria de la Dra. Sandra Diaz Barriga Arceo y el manejo de las
muestras y los resultados queda bajo la responsabilidad del pasante de Lic. En
Bioquimica Diagndstica Soriano Salas Luis Gerardo.

Sin prejuicio de los procedimientos que se realizaran declaro tener plena capacidad,
conciencia y lucidez para decidir y aceptar el procedimiento de Toma de muestra
sanquinea y de saliva fresca bajo mi completa responsabilidad.

Nombre y firma del donador p.BQD Luis Gerardo Soriano Salas
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1.3 Ficha Técnica de Primer (Reverse)

> XIDT

INTEGRATED DMA TECHMOLOGIES

SPECIFICATION SHEET

04-Sep-2014

Sequence - CYP4R

WWWIDTDNAL.COM

10624590
125302476

100 nmaole DMA Oligo, 20 bases

Orcler Mo,

Ref. Mo,

5'- AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC -3'

Properlies Ameount OF Olige Shipped To
Tm (S0mM NaCl): 57.4 °C Z5= 137 =008 WEROMICA LOPEZ
GC Content: 55.0% CDosn  nMoles mg LIMIPARTS, 5.A. DE C.V,
Malecular Weight: 5,053 GALILEDQ 92, POLANCO
nmales /ODIAD: 5.5 DF.
ug,/OD240: 33.3 MEXICO
Ext. Coatficient; 181700 L/ (male-cm) 52814718
Secondary Structure Calculations Custamar Nu, 252667 PO Na, 14830
Lewast folding free anergy (kcal /molel: <091 ar 25 °C
Strangest Folding Tm: 35.0 °C
Secondary structere should not affec yield or purity for
this alige.
Olige Base Types Duanily Disclaimor
GIA Boas 0 ﬁ:;‘::. -:::r;:ﬂ:-uu:awr;n:':;ﬂ[.lgh] & (i} for usage, label
Medifications and Services Cunniiny
HPLE Purification 1

Mig, ID1FF1 55822

Labels - Poal Hare

128302476 O 1ITT | == 125302478 LT
V.LOFEE WiDrEs

e 1 TTARORTE
CYPAR
B b TS R T TR A
B TimasT 4 70 Adw=e,08).0
® lUU:_ 15.Tew= 0Oy

\FTILRAD R

CY PR

ks SCE DY O QBG4

Tir=3T.4 *C MW= 8,0530
BADDE U1 Thme  OGReg | =

I'N S TRUCTIOMNS
*Lyophilized comenn may appeor o1 sither a iramlicem flm or o white
powder. This vorlance does not offed the qualily al the afige.

*Piemie contrifuge tubel prior o opening. Some of the product may have
been ditlodged during shipping.
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1.4 Ficha Técnica de Primer (Forward)

'\/./Y]DT'

INTEGRATED DMNA TECHMNOLOGIES

Sequence - CYPAF

WIWWIDTDMNA . COM

10624590
125302475

100 nmole DMA Oligo, 19 bases

Order Mo.

Ref, Na.

5'-GCC TTC GCC AACCACTCC G -3

Froporties Amount Of Oligo Shipped To
Tem (50mM NeCl): 1.7 *C 19= 1.4 =006 VEROMICA LOPET
GC Content: 68.4% ODaagn  nMoles my UNIPARTS, 5.4 DE CV.
Molecoior Weight: 5,669.7 GALLED 92, POLANCO
nmoles/ QD260 4.1 DF.
v/ OD2460: 347 MEXICO
Ext. Coaflicient: 143,600 L/|mole-cm) 52814718
Secondary Structure Caleulations Coslomie Mo, 2520 PN, 14030
Lowest folding free energy (kcol/maolel 0.39 ot 25 °C
Strongest Falding Tm: 16.8 °C
Secondory structure shovld not offect yield or purity for
this oligo.
Olige Base Types S Disclaimar
See on reverse poge notes ([ (1] & (B} for tsoge, lobel
DNA, Boves % licerse, ond product warranties
Modificotions and Services ey
HPLC Purtlicetion ]

mig. D 177155837

Labais - Peel Hera
== 1353024TE ==L 11T 126802478 2L [T
WL SR VLR
P TTUARET Y BT 17 F il il wm BN
!L‘.T” CYRar
§ o P e e e o TR AR LN LR
a'l'm-l'l F T e 5 BEET Tem=@ LT "C W= 3 5807
-_— TESDe e B8Fey | SRS TS0 Ve Gty
I NS TRUCTIOMNS

| yophiized costpatt moy oppeor m either o frombuceat like o 8 white
powder. Thit varionce doet not offect the guaiity of the oliga.

*Plgone cenrifuge fuber prioe 1o opening. Some of the produd moy hove
e diulodged during thipping.
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1.5 Corolario
En la actualidad en México son pocos los lugares donde se realiza investigacién farmacogendmica, o que se

practican estos tipos de estudios a pacientes para poder lograr un tratamiento personalizado.

La industria farmacéutica en México se vera beneficiada directamente en sus protocolos de investigacion de
nuevos farmacos, si a cada paciente dentro del protocolo se le realizar un estudio de polimorfismo para saber
si su genoma presenta alguna anormalidad para la actividad enzimatica y de esta forma conocer el fenotipo de
cada uno de los pacientes, la dosificacion seria adecuada para cada uno de ellos y de esta forma el gasto
econdmico en tratamientos fallidos disminuird y beneficiard a la industria y claro estd a cada uno de los

pacientes.

El sector salud en México muchas veces no cuenta con el presupuesto adecuado para tratar a los millones de
personas que se encuentran con algun tipo de patologia y lamentablemente muchas veces no se tiene acceso
a un tratamiento terapéutico, peor aun si ademas el paciente presenta alguna alteracién genética que afecte
la farmacocinética o farmacodinamia del medicamento prescrito y por lo tanto el tratamiento no sea el

adecuado debido a una mala dosificacion.

Paises de primer mundo cuentan con estudios Farmacogendmicos como herramienta principal para el
tratamiento y seguimiento principalmente en graves patologias como el cancer y todo esto se logra con

proyectos de investigacion, los cuales se realizan con base al genoma de sus pobladores.

Sin duda alguna la Farmacogendmica es el “Puente hacia el Futuro” tal y como lo menciona uno de los

fundadores de esta rama de las ciencias Omicas, la cual dia a dia supera las expectativas y logra cumplir con

cada uno de sus objetivos para el bienestar del ser humano (Gutiérrez , 2004).
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