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l.- RESUMEN.

Los citocromos P450 son una superfamilia de proteinas que metabolizan
compuestos endégenos, xenobidticos y farmacos. El funcionamiento éptimo de estas
enzimas es muy importante para la depuracion de los xenobiéticos a los que diariamente
esta expuesto el organismo y para un tratamiento terapéutico eficaz.

La 4-hidroxilasa de debrisoquina (CYP2D6) es una isoenzima perteneciente a la
superfamilia P450, codificada por el gen CYP2D6 que se localiza en el cromosoma
22q13.1 asociado a dos pseudogenes, CYP2D7P y CYP2D8P. La nomenclatura indica
la familia a la que pertenece (2), la subfamilia (D) y el orden en que fue identificada (6).

La enzima CYP2D6 metaboliza mas de la cuarta parte de los farmacos que
actualmente se prescriben en la practica clinica, entre ellos antidepresivos tricidicos.
ciertos neurolépticos, antiarritmicos, antihipertensivos, beta bloqueadores y derivados de
morfina. '

En la actualidad se han identificado més de 70 variantes alélicas, por lo que se
considera a CYP2D6 un gen altamente polimérfico. Estos polimorfismos genéticos son
el resultado de mutaciones y dependiendo de los alelos que presenten los individuos, se
pueden clasificar en tres fenotipos: metabolizadores pobres (PM), extensos (EM) y ultra
rapidos (UM).

El alelo CYP2D6*10 se correlaciona con individuos PM y esta reportado como la
variante alélica mas comuln en poblacién oriental con una frecuencia de 51%. El
metabolismo conocido como ultra répido es causado por la presencia de genes CYP2D6
duplicados, multiduplicados o amplificados, excepto cuando se frata de duplicacién de
alelos inactivos como los alelos CYP2D6*4y CYP2D6*5.

El objetivo de este trabajo fue identificar la frecuencia alélica de la principal
mutacién en el gen CYP2D6 que origina al alelo CYP2D6*10 y la de las variantes
alélicas que presentan duplicaciones en una muestra de individuos de poblacién
mexicana.

En todos los casos, la genotipificacion se realizé con DNA gendmico aislado de
sangre periférica. La técnica empleada fue PCR-RFLP, para lo cual una regién
especifica del gen de interés se amplificé por PCR y el producto amplificado se digirio



con endonucleasas de restriccién especificas. Los productos obtenidos de la digestion
se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa o acrilamida tefido con bromuro
de etidio y visualizado bajo luz UV.

Los resultados mostraron una frecuencia alélica de 11.32% para el caso del alelo
CYP2D6*10 en 106 muestras analizadas, la cual es similar a la frecuencia del mismo
alelo en los etiopes y la frecuencia para las duplicaciones del gen CYP2D6 fue 13.38%
exhibiendo similitud con la poblacién espafiola y arabe.

En el futuro este conocimiento de las variantes alélicas de CYP2D6 en poblacién
mexicana permitira personalizar el tratamiento terapéutico para obtener 6ptimos
resultados, asi como eliminar las reacciones adversas de los farmacos metabolizados
por CYP2D6.



IL.- INTRODUCCION.

11.1.- Metabolismo de farmacos

Todos los organismos estan expuestos de manera constante e inevitable a
sustancias quimicas tanto extrafias como naturales, entre ellas: farmacos, quimicos
industriales, plaguicidas, contaminantes, productos de pirélisis de alimentos cocinados,
alcaloides, metabolitos secundarios de plantas y toxinas producidas por mohos, plantas
y animales. Lamentablemente, la propiedad fisica que permite que muchos xenobidticos
se absorban a través de la piel, los pulmones y el tubo digestivo, a saber, su lipofilicidad,
es un obstdculo para su eliminacién porque los compuestos lipéfilos pueden
reabsorberse con facilidad. En consecuencia, la eliminacién de xenobiéticos a menudo
depende de la conversién en sustancias quimicas hidrosolubles mediante un proceso
conocido como metabolismo o biotransformacién. Sin ésta, los xenobiéticos lipéfilos se
excretarian con tanta lentitud, que a la postre intoxicarian a un organismo y lo matarian
(Klassen y Watkins, 1999).

Un cambio de la conducta farmacocinética no es la Unica consecuencia de la
biotransformacién de xenobidticos. Los xenobibticos ejercen diversos efectos sobre los
sistemas biol6gicos, que son independientes de las propiedades fisicoquimicas de
éstos. En muchas circunstancias, la modificacién quimica de un xenobibtico mediante
biotransformacién altera sus efectos biolégicos. La importancia de este principio para la
farmacologia es que algunos farmacos deben sufrir biotransformacién para ejercer sus
efectos farmacodinamicos (Klassen y Watkins, 1999).

La biotransformacion de xenobiéticos es el principal mecanismo para conservar la
homeostasia durante la exposicién de los organismos a moléculas extrafias pequerias
como los farmacos. Para moléculas extrafias grandes, entre ellas microorganismos
invasores como virus y bacterias, la homeostasia se logra mediante el sistema
inmunitario (Klassen y Watkins, 1999).

En general, las reacciones catalizadas por las enzimas metabolizadoras de
farmacos (DME, Drug Metabolizing Enzymes) responsables de la biotransformacién se
dividen en dos grupos, reacciones de fase | y reacciones de fase Il (figura 1). Las



reacciones de fase | comprenden hidrélisis, reduccién y oxidacion. Estas reacciones
exponen o inducen un grupo funcional (-OH, NHz, -SH o —-COOH), y regularmente
originan un incremento en la hidrofilicidad. Las reacciones de biotransformacién de fase
Il incluyen glucuronidacién, sulfatacién, acetilacion, metilacion y conjugacién con
aminoacidos como glicina, taurina y acido glutamico. Casi todas las reacciones de
biotransformacién de fase Il dan por resultado un aumento grande de la hidrofilicidad del
xenobidtico; y por ende favorecen mucho la excrecién de sustancias quimicas extranas
(Nebert y Dieter, 2000).

Las enzimas metabolizadoras de farmacos estdn ampliamente distribuidas en
todo el organismo y se encuentran en varios comparﬁmie}nos subcelulares. Sin
embargo, en vertebrados, el higado es la fuente mas rica de enzimas que catalizan
reacciones de biotransformacion. En la figura 1 se muestra la distribucién hepética de
las principales DME de fase | y fase |l. Estas enzimas también se localizan en la piel,
pulmones mucosa nasal, ojos, cerebro, tubo digestivo, rifiones, suprarrenales, pancreas,
bazo, corazén, testiculos, ovarios, placenta, plasma, eritrocitos, plaquetas, linfocitos y
aorta. Dentro del higado y casi todos los otros drganos, las enzimas que catalizan
reacciones de biotransformacién se localizan en el reticulo endoplasmico (RE) o en la
fracciéon soluble del citoplasma (citosol);, y en menor cantidad en las mitocondrias,
nicleos y lisosomas (Bertilsson y cols, 1997; Marez y cols, 1997; Klassen y Watkins,
1999).

Fasel Fase Il
otras
ALDH~
. 8Ts
UGTs \
C¥YP2D6
CYP3AAST
HMT

CYP2E COMT

TPMT

Figura 1 Principales DME de fase | y fase Il (modificado de Evans y Relling
1999)
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11.1.1.- Citocromos P450

Entre las enzimas biotransformadoras de fase |, el sistema del citocromo P450
(figura 2) ocupa el primer lugar en lo que
PG teme se refiere a versatilidad catalitica y al
nimero absoluto de sustancias quimicas
que destoxifica o activa en intermediarios
reactivos (Skoda y cols, 1988;
Masimirembwa y cols, 1993).
Las enzimas P450 microsémicas
hepdticas tienen una participacién muy

importante en la determinacién de la

alfa-hélice

intensidad de accién de farmacos y la

Figura 2. Representaciin esquemética duracién de la misma, pero también
de la enzima CYP2D6 » P
(www.mogensgallardo.com) intervienen en la destoxificacion de

xenobibticos. Las enzimas P450 microsémicas y mitocondriales tienen participaciones
clave en la biosintesis o en el catabolismo de hormonas esteroides, acidos biliares,
vitaminas liposolubles, acidos grasos y eicosanoides, lo que subraya la versatilidad
catalitica del sistema citocromo P450 (Masimirembwa y cols, 1993; Klassen y Watkins,
1999; Matsunaga y cols, 2001; Matsunaga y cols, 2002).

Todas las enzimas P450 son proteinas que contienen el grupo heme. Por lo
general, el hierro heme en el citocromo se encuentra en el estado férrico (Fe**). Cuando
se reduce al estado ferroso (Fe?*), el citocromo P450 puede unir ligandos como O, y
monéxido de carbono (CO). El complejo entre el citocromo P450 ferroso y el monéxido
de carbono absorbe luz al maximo a unalongitud de 450 nm. Al competir con el
oxigeno, el monéxido de carbono inhibe al citocromo P450. El efecto inhibidor del
mondxido de carbono puede revertirse mediante irradiacién con luz a 450 nm, lo que
fotodisocia el complejo del citocromo P450-monéxido de carbono (Klassen y Watkins,
1999; Matsunaga y cols, 2001; Matsunaga y cols, 2002).).

La reaccién basica catalizada por el citocromo P450 es la monooxigenacion, en la
cual un atomo de oxigeno se incorpora en un sustrato, designado RH, y el otro se
reduce hacia agua con equivalentes derivados del NADPH, como sigue:
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Sustrato RH + O; + NADPH +H" - producto POH + H,O + NADP*

Aunque el citocromo P450 funciona como una monooxigenasa, debido a
reacciones de reordenamiento, los productos no se limitan a alcoholes y fenoles.
Durante la catdlisis, el citocromo P450 se une de manera directa al sustrato y al oxigeno
molecular, pero no interactia de modo directo con NADPH o NADH. El mecanismo por
el cual el citocromo P450 recibe electrones desde el NAD(P)H depende de la
localizacién subcelular de éste. El citocromo P450 y la NADPH-citocromo P450
reductasa estdn embebidos en la bicapa de fosfolipidos del reticulo endoplasmico, lo
que facilita su interaccién (Klassen y Watkins, 1999; Matsunaga y cols, 2001; Matsunaga
y cols, 2002).

El citocromo bs puede donar el Produdo ROH A Po——

segundo de dos electrones requeridos

por el citocromo P450. Aunque se @B_‘
c
0,

también puede aumentar la afinidad -
aparente con la cual ciertas enzimas \ ‘/-D

esperaria que esto simplemente
aumentara la tasa de catalisis del
citocromo P450, el citocromo bs

P450 se unen a sus sustratos, es decir, H“}:
puede incrementar la velocidad maxima t PASOmdcims
(Vmax ) 0 disminuir la constante de Cteaomo b,

Michaelis (Kn ) de las reacciones QOtras reacciones
citocromo P450 (Klassen y Watkins, ¢C(R"RH) > A(R')+RH
Produccién de anifn ;
1999, Matsunaga y cols, 2001, D(R* ' O.RH)}> B(Fe' RH)+0
Matsunaga y cols, 2002). E(W'coi‘i. +H‘d—°> sﬁ»mm
Derivacién d pexxido
B(Fe''RH)+ROOH - F(FeOY"RH
En la figura 3 se explica la Figura3. Ciclo catalitico del ctiocromo P450
. . 1 (Kassen y Watkins, 1999).
primera parte del ciclo catalitico del
citocromo P450, que comprende la
activacion de oxigeno, y la parte final, la oxidacion de sustrato que supone la sustraccién
de un atomo de hidrégeno o de un electrén desde el sustrato, seguida por la restitucién
de la unién de oxigeno (recombinacién radical). Después de la unién al sustrato de la

enzima P450, el hierro heme se reduce desde el estado férrico (Fe**) hacia el ferroso
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(Fe?") mediante la transferencia de un electrén unico proveniente de la NADPH-
citocromo P450 reductasa. La reduccién del citocromo P450 se facilita mediante unién al
sustrato quiza porque esta unién en la vecindad de la porcién del heme convierte al
hierro desde un estado de espin bajo hacia uno alto. El oxigeno se une al citocromo
P450 en su estado ferroso, y el complejo de Fe?’O, se convierte en un complejo
Fe?*O0H mediante transferencia de un protén (H*) y un segundo electrén, que se deriva
de la NADPH-citocromo P450 reductasa o del citocromo bs. La introduccién de un
segundo protén desdobla el complejo Fe?*OOH para producir agua y un complejo de
(FeO)*, que transfiere su atomo de oxigeno al sustrato. La liberacién del sustrato
oxidado regresa a su estado inicial al citocromo P450. Si el ciclo catalitico se interrumpe
(desacopla) después de que se introduce al primer electrén, el oxigeno se libera como
anién superdxido (O™). Si el ciclo se interrumpe después de la introduccion del segqundo
electron, el oxigeno se libera como peroxido de hidrégeno (H:.0;). Las especies
oxidantes finales (FeO)** pueden generarse de manera directa sobre la transferencia de
un atomo de oxigeno desde el peréxido y ciertos otros superéxidos, un proceso
conocido como la derivacién peréxido. Por esta razén, ciertas reacciones citocromo
P450 pueden apoyarse por hidroperéxidos en ausencia de NADPH-citocromo P450-
reductasa y NADPH (Klassen y Watkins, 1999; Matsunaga y cols, 2001, Matsunaga y
cols, 2002).

La superfamilia P450 estd compuesta de familias y subfamilias de enzimas que
son definidas solamente con base a similitudes en su secuencia de aminoacidos. Con
pocas excepciones, la secuencia de una proteina P450 de una familia exhibe hasta 40%
de semejanza con un P450 de otra familia. Los P450 con una sola subfamilia siempre
comparten mas de 55% de similitud en su secuencia (Abraham y Adithan, 2001).

Se han descrito treinta familias de citocromos P450, diez en mamiferos, una en
insectos, dos en caracoles, una en plantas y dos en bacterias (Gonzédlez, 1992). Las
familias identificadas en mamiferos se presentan en la tabla 1.

13



Tabla 1. Principales familias y subfamilias del citocromo P450 en mamiferos

) No. de No. de )
Citocromo. Reacciones.
subfamilias Isoformas
CYP1 1 2 Metabolismo de xenobiéticos
Metabolismo de xenobiéticos y
CYP2 8 57 )
esteroides
Metabolismo de xenobidticos y
CYP3 2 10 )
esteroides
Hidroxilacién w y w-1 de acidos
CYP4 2 10
grasos
CYP7 1 1 Hidroxilacién 7a en el colesterol
CYP11 2 3 Hidroxilacion 11B en esteroides
CYP17 1 1 Hidroxilacién 17a en esteroides
CYP19 1 1 Aromatasa
CYP21 1 1 Hidroxilacién en C-21 en esteroides
CYP27 1 1 Hidroxilacién en C-27 en esteroides

(Tomado de Gonzélez, 1992)

14



11.1.2.- Nomenclatura de los citocromos P450

Los genes que codifican para la superfamilia de enzimas P450 (EC. 1.14.14.1) (Park,
2000) son designados como CYP, la cual estd integrada a su vez por familias y
subfamilias, designadas con nimeros ordinales o arabigos y letras, respectivamente. La
isoforma de la enzima se distingue con un nimero cardinal colocado en dltimo lugar,
como se ve en la figura 4. (Gonzélez, 1992; Linder y cols, 1997).

Familia.

YP&."'_? L isoforma
mm}-/
Gen de o

P450

Figura 4 Nomenclatura del citocromo P450 2D6
(Gonzélez 1992, Linder ycos 1997)

Para nombrar los alelos se utilizan nimeros arabigos o una combinacién de
numeros arabigos seguidos por una letra mayuscula. Se recomienda separarlo del gen
con un asterisco (ej. CYP2D6*1B). Las copias extra de un alelo (duplicados o
amplificados) pueden existir en tdndem, por ejemplo el alelo CYP2D6*2X2 contiene dos
copias del alelo CYP2D6*2. Cuando la duplicacién no es del mismo subgrupo, éstos son
separados con una coma (ejemplo CYP2D6*10B,10C) (Daly y cols, 1996; Garte y Crosti,
1999)

11.2.- Descubrimiento del polimorfismo de CYP2D6

El término polimorfismo genético se refiere a rasgos mendelianos'o monogénicos
que existen en la poblacién en al menos dos fenotipos, ninguno de los cuales es raro.
(Skoda y cols, 1988)

Entre 1977 y 1979 dos grupos independientes descubrieron la deficiencia del
metabolismo de debrisoquina y esparteina, respectivamente. Este descubrimiento no
resulté de una estrategia planeada, sino de una observacién accidental: un evento
dramatico en un estudio farmacocinético insté la busqueda del defecto metabélico
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especifico. En Inglaterra unos investigadores estaban participando en un estudio de
debrisoquina, un farmaco simpaticolitico y observaron que algunos de los pacientes
tuvieron una respuesta hipotensiva mucho mas pronunciada que otros con una dosis
subterapeutica. En otro estudio realizado por Eichelbaum y colaboradores (1979), donde
se investigd el curso cinético de una preparacioén de liberacién lenta o sostenida de
esparteina, dos sujetos presentaron efectos adversos como diplopia, vision nublada,
desvanecimiento y dolor de cabeza. El analisis de los niveles plasmaéticos de esparteina
en comparacion con los demas sujetos, resultaron en tres o cuatro veces mas altos.
Posteriormente se determiné que esto ocurrié debido a la actividad deficiente de una
enzima que se denominé 4-hidroxilasa de debrisoquina/esparteina (CYP2D6) (Mahgoub
y cols, 1977).

Los intervalos de actividad de CYP2D6 van desde deficiencia completa hasta
metabolismo ultrarrapido (Sachse y cols, 1997). El indice de la actividad de hidroxilasa
dependiente de CYP2D6 puede ser estudiado in vivo por la medicién del radio entre la
recuperacion urinaria de debrisoquina y el metabolito 4-hidroxidebrisoquina después de
una dosis simple de debrisoquina. Este radio metabdlico (MR, Metabolic Ratio) varia en
la poblacién desde ~ 0.01 a >100 (McElroy y cols, 2000; Ingelman-Sundberg y Evans y
Johnson, 2001; Lovlie y cols, 2001). El polimorfismo de CYP2D6 es expresado en cuatro
principales fenotipos, comunmente Ilamados metabolizadores pobres (PM Poor
Metabolizer), = metabolizadores  intermedios (IM  Intermediate = Metabolizer),
metabolizadores extensos (EM Extensive Metabolizer) y metabolizadores ultrarrapidos
(UM Ultrarapid Metabolizer) (Marez y cols, 1997). El fenotipo PM es clasificado como
sujetos con radio metabélico (MR Metabolic Ratio) MRgebrisoquina > 12.6, MResparteina >20 0
MRgexrometorian  >0.3, mientras que el fenotipo UM es definido como sujetos con
MRgebrisoquina < 0.20, MResparteina < 0.15. El fénotipo EM corresponde a los valores de MR
entre estos dos extremos (McElroy y cols, 2000; Ingelman-Sundberg y Evans y Johnson,
2001; Lovlie y cols, 2001).

Los individuos PM son homocigotos para genes CYP2D6 deficientes, por lo que
metabolizan algunos sustratros de CYP2D6 con indice reducido. En algunos casos, los
tratamientos con dosis estandar pueden causar niveles plasméaticos muy altos en estos
individuos, con un riesgo incrementado de efectos adversos y toxicidad del farmaco que
pueden amenazar la vida. En otros casos, la ausencia de la enzima CYP2D6 puede
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resultar en el efecto farmacoterapéutico nulo, si el farmaco en cuestion requiere
activacién metabélica por la enzima (Brosen y cols, 1994, Kroemer y Eichelbaum, 1995;
Linder y cols, 1997).

Otro tipo de metabolismo es el conocido como metabolismo ultra rapido (UM) y es
causado por la presencia de genes CYP2D6 duplicados, multiduplicados o amplificados.
Actualmente, han sido reportados alelos en tandem con dos, tres, cuatro, cinco y trece
copias del gen (Johansson y cols, 1993). El nimero de individuos que portan multiples
copias del gen CYP2D6 es alto en Etiopia y Arabia Saudita, donde hasta un tercio de la
poblacién exhibe este fenotipo (Ingelman-Sundberg y cols, 1999).

La amplificacién génica fue primeramente descrita en 1978 como un mecanismo
de resistencia adquirida en células de mamifero cultivadas. Desde entonces, muchos
ejemplos de amplificacién de genes han sido relacionados a la biologia del cancer, en
particular a la amplificacién de oncogenes. La amplificacion de genes es usualmente
responsable de una alta frecuencia de resistencia a ciertos farmacos comunmente
observados in vitro en una seleccién de lineas de células de mamiferos. Aparentemente
la herencia de amplificacién de un gen fue descrita por primera vez por Prody y
colaboradores en 1989, al mostrar que las partes de un gen “silencioso” de colina
esterasa fueron amplificadas en un granjero y su hijo, quienes pertenecian a una familia
expuesta a insecticidas organofosforados por varias generaciones. El evento inicial de
amplificacién probablemente ocurri¢ y fue seleccionado durante la espermatogénesis u
ovogénesis para después ser heredado (Johansson y cols, 1993).

11.2.1.- Diferencias interétnicas

Los estudios raciales y étnicos del metabolismo de farmacos han mostrado
diferencias sustanciales entre poblaciones respecto a la distribucion polimérfica de la
actividad de CYP2D6 y los correspondientes genomas (Yue y cols, 1989; Lou, 1990).

Las variantes alélicas CYP2D6 mas comunes en las poblaciones caucasica (Wolf y
Smith, 1999a), china/japonesa (Tateishi y cols, 1999) y negra africana/afro-americana
(Ingelman-Sundberg y cols, 1999) son CYP2D6*4, CYP2D6*10 y CYP2D6*17,
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respectivamente.

También los metabolizadores ultra extensos o ultra rapidos, son reportados con
una prevalencia que varia de 1.5 a 29% en diferentes grupos étnicos (Abraham y
Adithan, 2001). La frecuencia de las duplicaciones del gen CYP2D6 fue de 2 hasta 7%
entre las principales poblaciones europeas (Johansson y cols, 1993; Steijns y Van Der
Weide, 1998) y una proporcion de 12% en sujetos turcos. Los portadores de
duplicaciones del gen en Arabia Saudita (McLellan y cols, 1997) y Etiopia (Aklillu y cols,
1996) son 21 y 29%, respectivamente. La prevalencia de PM y UM en diferentes grupos
étnicos se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Frecuencia de metabolizadores pobres y duplicaciones del gen CYP2D6 en
diferentes poblaciones genotipificadas.

Poblacién Muestra (n) PM (%) MxN (%)
Norteamericana
blaes 464 5.8 22
Norteamericana -
246 33 24
negra
Alemana 589 7.0 2.0
Alemana del sur 195 7.7 5
Espariola 258 5.0 1.0*
Espariola del norte 147 54 5.1
Espaiiola del sur 217 28 35
Suiza 270 8.0 1.0
Francesa 265 84 1.9
Turca 404 1.5 5.8
Coreana 152 0 0.3
China 113 0 1.3
Nicaraglense 137 36 14
Etiopes 122 18 29
Arabe Saudita 101 20 21
Tanzana NR NR 7
Mediterranea NR NR 10
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(Tomada de Abraham y Adithan, 2001). NR = no reportado *7% Agundez y cols,
1995

En el locus de CYP2D6 de la poblacién china se han identificado dos variantes
del gen CYP2D6 llamadas CYP2D6*10B y CYP2D6*10C actualmente llamado
CYP2D6*36 (Ingelman-Sundberg y cols, 1992; Johansson y cols, 1994; Chida y cols,
2002). El alelo CYP2D6*10B contiene tres de las siete mutaciones mostradas en el alelo
CYP2D6*4A y una mutacion silenciosa adicional (Johansson y cols, 1994). La mutacion
crucial en el alelo CYP2D6*10 es el intercambio C'®->T en el exon 1, el cual causa una
sustitucion de amino4cido Pro*->Ser y la formacién de una enzima inestable
(Johansson y cols, 1994). El fenotipo de metabolizador pobre incluye al alelo
CYP2D6*10 cuya distribucién mundial se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Distribucién del alelo CYP2D6*10 en el ambito mundial.

Poblacién Muestra (n) Frecuencia (%)
Caucésica 589 1.52
Malaya 30 43.3
Etiope 115 8.6
China(en Suiza) 113 50.7
China (en Taiwan) 124 70*
China (en Singapur) 93 62*
Coreana 152 51
Japonesa 162 31.8-38.6

(Tomada de Roh y cols, 1996 con modificaciones (Johansson y cols, 1994, Abraham y
Adithan, 2001; Gan y cols, 2002) *Probablemente sobreestimada por el método de

analisis utilizado

11.2.2.- Genética molecular de CYP2D6.

El gen CYP2D6 reside en la regién cromosoémica CYP2D6-8 localizada en 22q
13.1 (figura 5) en asociacién con los pseudogenes CYP2D7P y CYP2D8P (Kimura y
cols, 1989).

El numero de alelos mutantes de CYP2D6 conocidos esta creciendo; y a la fecha
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se han descrito alrededor de 79 diferentes alelos CYP2D6 deficientes (McCarthy y cols,
2002; Weinshilboum, 2003; http.//www.imm.ki.se/cypalleles /).

Los alelos defectuosos de CYP2D6 pueden ser el resultado de la delecién del gen
(Gaedigk y cols, 1991), conversiones del gen con los pseudogenes relacionados o
mutaciones de nucleétido simple también conocidas como SNP (por sus siglas en
inglés, Single Nucleotide Polymorphism) (Kagimoto y cols, 1990) que causan cambio en
el marco de lectura, mutaciones sin sentido, de sentido equivocado o de sitio de
empalme (Ingelman-Sundberg y cols, 1999; Meyer y cols, 1990). La presencia de tales

alelos en forma homocigota conduce a una ausencia

Figura 5
Representacion
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la enzima metabolizadora de farmacos. Estos sujetos Tomado de PubMed.
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Los tres fragmentos Xbal mas frecuentes en el sitio s W
CYP2D son 29, 44 y 13 kb (11.5 kb), respectivamente. El alelo comun de 29 kb contiene
el gen CYP2D6 (tipo silvestre o mutante) y los dos pseudogenes CYP2D8 y CYP2D7
(Nebert y Menon, 2001). El alelo de 44 kb esta asociado usualmente con la mutacién
CYP2D6*4 y comprende el gen CYP2D6 y tres pseudogenes CYP2D8, CYP2D7AP y
CYP2D7BP (Roden y George, 2002). El alelo de 13 kb CYP2D6* 5 es generado por la
delecion completa del gen CYP2D6, y contiene sélo los pseudogenes CYP2D8 y
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CYP2D7 (Steiins y Van Der Weide, 1998; Schur y cols, 2001). Los genes CYP2D6
duplicados son usualmente funcionales y el fragmento Xbal de 42 kb ha sido asociado
con el fenotipo UM (Lovlie y cols, 1996) Figura 6.

Levlie y colaboradores demostraron recientemente la presencia de dos repetidos

directos grandes CYP-REP flanqueando el locus CYP2D6 (Lovlie y cols, 1996; Allorge y
cols, 2001; Schur y cols, 2001). Los puntos de corte de la delecion del gen del alelo
CYP2D6* 5 estan presentes dentro de las regiones CYP-REP de 2.8 kb, indicando que
la delecién ha ocurrido por homologia, desigual recombinaciéon (Schur y cols, 2001).
También se ha propuesto que los alelos con duplicacién CYP2D6 pueden ser explicados
como un evento de delecién reciproco, involucrando las mismas unidades CYP-REP
(Lundqvist y cols, 1999) Figura 7.
La genotipificacién/fenctipificacién de CYP2D6 conducira a incrementar la eficacia
terapéutica, mejorar la respuesta del paciente, asi como la relacién costo-efecto
respecto a la medicacion de los farmacos metabolizados por esta enzima (Linder y cols,
1997; Chen y cols, 1996).
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Haplotipos comunes de CYP2D6
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Figura 6.- Representacion gréfica de los haplotipos comunes del gen CYP2D6

(A) Analisis de RFLP del locus CYP2D de DNA gendmico con genotipos Xbal definidos. Carril
1, marcador de peso molecular. Carril 2, DNA de un individuo con genotipo Xbal 11.5 kb
que representa la delecion del gen CYP2D6 en el alelo CYP2D6*5. Carril 3 y 4, DNA de
individuos con genotipo Xbal 44 kb que representan la duplicacién del alelo CYP2D6*4
relacionado con PM en caucasicos y la duplicacién del alelo CYP2D6*10 relacionado con
EM en orientales. Carril 5, DNA de un individuo con genotipo Xbal 42 kb que representa la
duplicacion del alelo funcional CYP2D6*2. Carril 6, DNA de un individuo con genotipo Xbal
29 kb correspondiente al alelo silvestre o CYP2D61.

(B) Representacion esquematica del locus CYP2D para individuos con los haplotipos Xbal 29,
42y 11.5kb.

(Tomad‘:) de Lundqvist y cols, 1999 con modificaciones.)
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Figura 7. Mecanismo postulado para la generacién de alelos con genes CYP2D6 duplicados. Los
paneles muestran recombinacién desigual entre cualquiera de las regiones repetidas de 0.6kb (A) o
2.8 kb (B) que flanquean el gen CYP2D6 (Tomado de Levlie y cols, 1996)
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La fenotipificacion con farmacos de prueba puede ser utilizada para identificar a
los sujetos PM y UM. Sin embargo, el procedimiento es tardado y caro, y la
determinacién de fenotipo puede ser confundida por el uso concomitante de otros
medicamentos los cuales afectan la actividad de CYP2D6 (Abraham y Adithan, 2001).

Aunque no se tienen criterios claros de la evaluacién estructural de cémo un
compuesto es metabolizado por la enzima CYP2D6, se ha observado que la mayoria de
los substratos e inhibidores metabolizados por CYP2D6 tienen un nitrégeno basico y son
oxidados en el sitio dentro de 0.5-0.7 nm de este atomo (Kroemer y Eichelbaum, 1995).
También pueden tener una regién lipofilica y grupos funcionales los cuales tengan
capacidad para interacciones electrostiticas o la habilidad de formar puentes de
hidrégeno (Smith y cols, 1992, May, 1994). La enzima incluso puede mostrar
estereoselectividad. En los metabolizadores extensos, el R-metoprolol inactivo es
metabolizado mas rapido que el S-enanti6mero mientras que este metabolismo no es
estereoselectivo en metabolizadores pobres (Lennard y cols, 1983).

11.2.3.- Inhibicién e induccién de CYP2D6

La quinidina es el inhibidor mas potente (ki=0.03) de CYP2D6 (Smith y cols,
1992). La quinina, diastereoisémero de la quinidina, es un inhibidor menos de 100 veces
potente que la quinidina. Aunque la quinidina no es sustrato de CYP2D6 (Lennard,
1990). una dosis oral de 200 mg de sulfato de quinidina es adecuado para convertir a los
metabolizadores extensos en metabolizadores pobres (Muralidharan y cols, 1991). En la
tabla 4 se muestra una lista de inhibidores de CYP2D6.
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Tabla 4. Inhibidores de CYP2D6

Amitriptilina Aprindina Amesergida
Bufuralol Cloroquina Budipina
Cimetidina Cistiothixene Clorpromazina
Citalopram Clozepina Clomipramina
Difenilhidramina Flecainida Desmetilimipramina
Fluoxetina Flufenacina Fluoxamina
Halofantrina Levomepromazina Haloperidol
Meclobemida Olanzapina Metadona
Paroxetina Perazina Oxprenolol
Perfenazina Propranolol Propafenona
Risperidona Sertralina Reboxetina
Terfenadina Tioridazina Terbinafina
Ticlopidina Yohimbina Venlafaxina

(Tomado de Abraham y Adithan, 2001).

Uno de los aspectos importantes a resaltar es la capacidad que tienen algunos
xenobidticos para inducir la actividad de los diversos citocromos P450. La induccién de

la actividad enzimatica tiene consecuencias sobre el metabolismo de los propios
inductores o sobre otros xenobiéticos que ingresan al organismo.
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Tabla 5. Funcion de algunas familias de CYP y agentes inductores

Familia Nombre trivial Funcién Agente inductor
A1 P448 P450c TCDD, 3-
ratas metilcolantreno,
CYP 1 ¢ ) Activa mutagenos y )
; benzopireno.
(P450 1) carcinégenos
A2 P448 Safrol (aceite de canela,
nuez moscada)
3-metilclantreno,

A1 P450a (ratas) fenobarbital
obarbi

Sl i fenobarbital, DDT

Destoxificacion de _

CYP2 [ B2P450e (ratas) |  xenobiticos. dieldrin, insecticidas

(P450 1) Glorados
C1-10
D1, D2 —
E P450| Activa nitrosaminas etanol, benceno
CYP3 Destoxifica Clotrimazol,
A1 P450 (ratas) "

(P450 111 xenobidticos pregnenolona

CYP4 Proliferacién Clofibrato, di-(2-
(P450 1V) peroxisomal etilhexil)ftalato

(Tomado de Murray y Reidy, 1990).

Al contrario de muchos miembros de la familia de enzimas CYP (Tabla 5), la
enzima CYP2D6 no es afectada por los inductores enzimaticos clasicos como
fenobarbitona (Eichelbaum y cols, 1986). El tratamiento con rifampicina proporcioné un
incremento de 30% en la depuracién de esparteina, pero el radio metabdlico no fue
modificado significativamente (Eichelbaum y cols, 1986).

Se ha observado una reduccion alrededor del 33% en el radio metabdlico (MR) de
debrisoquina en mujeres matabolizadoras extensas (EM) cuando usan anticonceptivos
(Kallio y cols, 1988). También se observé un insignificante decremento en el MR de
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debrisoquina durante el ciclo menstrual, comparado con la fase preovulatoria (Wadelius
y cols, 1997; Kashuba y cols, 1998). Fumar cigarros y la ovariectomia inducen la
actividad de esta enzima pero en menor grado (Lennard, 1990). En contraste, hay
evidencia de que el embarazo tiene profunda influencia en la actividad de CYP2D6
(Wadelius y cols, 1997).

11.2.4.- Importancia clinica del fenotipo CYP2D6

Aunque CYP2D6 esta relativamente de forma minoritaria en el higado (1.5% del

total de isoformas del citocromo P450), metaboliza hasta 25% de todos los farmacos
prescritos actualmente en la practica clinica (figura 8) y muchos de los farmacos que son
metabolizados por CYP2D6 tienen como blanco el sistema nervioso central (Kroemer y
Eichelbaum, 1995; Wolf y Smith, 1999b).
El polimorfismo de CYP2D6 representa un excelente ejemplo tanto para conocer las
implicaciones clinicas potenciales de la Farmacogenética, como para saber el proceso
por el cual la investigacion farmacogenética llevé desde el fenotipo hasta el
entendimiento del mecanismo molecular a nivel de genotipo (Weinshilboum, 2003). Este
es clinicamente mas importante para los farmacos metabolizados por CYP2D6 entre
ellos, antidepresivos triciclicos, ciertos neurolépticos, antihipertensivos, antiarritmicos, p-
bloqueadores y derivados de morfina, por ejemplo, amitriptilina, codeina, norcodeina,
dextrometorfan, imipramina, nortriptilina, metoprolol y propanolol (May, 1994; Kroemer y
Eichelbaum, 1995). Para antidepresivos ftriciclicos, el fenotipo PM de CYP2D6 es un
riesgo incrementado de reacciones adversas (Eichelbaum y Gross, 1990).
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Figura 8. Proporcion de farmacos metabolizados por los
principales citocromos P450 (Gonzélez, 1992).

Debido al alto caracter polimérfico del gen CYP2D6, la enzima CYP2D6 es
también el sitio de un numero de interacciones farmacolégicas in vivo, lo cual tiene
importancia en la clinica. Los sustratos con alta afinidad por la enzima se unen
fuertemente a ella e inhiben el metabolismo de otros compuestos los cuales tienen baja
afinidad. Consecuentemente las interacciones farmacol6gicas ocurren tanto en
metabolizadores extensos como pobres (Eichelbaum y Gross, 1990). Con este
conocimiento, se pueden anticipar las interacciones farmacocinéticas con el siguiente
razonamiento:

Si el farmaco A afecta a una determinada enzima P450 X y ésta metaboliza los

farmacos B, C y D, entonces A afectara el metabolismo de los farmacos B, C y D.
Este razonamiento es utilizado para decidir qué farmacos se desarrollaran y eliminar las
interacciones entre ellos, porque la inhibicién de las enzimas en muchos casos no es el
objetivo del tratamiento (Preskorn, 1996).

La interaccién de dos sustratos de CYP2D6 puede resultar en numerosas
respuestas clinicas, incluidas respuestas que causen efectos no deseados. El
metabolismo de primer paso del sustrato puede ser inhibido o la tasa de eliminacién
puede ser prolongada de tal manera que pueden ocurrir altas concentraciones
plasmaticas y respuestas farmacodinamicas asociadas (Eichelbaum y Gross, 1990;
Kohler y cols, 1997; Ozdemir y cols, 1997; Cai y cols, 1999; Naranjo y cols, 1999; Somer
y cols, 2000; Stanford y Stanford, 1999).
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La inhibicion del metabolismo de CYP2D6 puede también conducir a la
disminucién de la respuesta terapéutica cuando la accion farmacolégica es dependiente
del metabolito activo (Lennard y cols, 1983; Linder y cols, 1997).

La importancia de la determinacién del polimorfismo de CYP2D6 es el valor
clinico para predecir las respuestas inadecuadas o adversas a ciertos agentes
terapéuticos y predecir o prevenir el riesgo incrementado de enfermedades relacionadas
con la exposicion ocupacional o medioambiental (Marez y cols, 1997; Abraham y
Adithan, 2001).

En lugar de proveer informacién simplemente descriptiva por monitoreo de la
terapia farmacoldgica, la genética molecular puede producir informacién a cerca de por
qué un paciente requiere una dosis, un farmaco o un régimen de tratamiento diferente
antes de que la terapia sea instituida (Chen y co!s; 1996). Esto también puede reducir
substancialmente la necesidad de hospitalizacién debido a reacciones adversas lo cual
disminuiria los costos en instituciones de salud.

La participacién de CYP2D6 y sus variantes alélicas en la patogénesis de ciertas
enfermedades, por activacién de xenobidticos o por participacién en el metabolismo de
neurotransmisores, es un area interesante y aun pendiente de investigacién (Kroemer y
Eichelbaum, 1995). Por ejemplo, los polimorfismos de CYP2D6 se han relacionado con
varias enfermedades, incluidos ciertos canceres (pulmén y vejiga), inicio temprano de
enfermedad de Parkinson, lupus eritomatoso sistémico, adenoma hipofisiaro, nefropatia
Balkon y espondilitis anquilosante, entre otras. (Lennard, 1990; Meyer y cols, 1990; Daly
y cols, 1994; Kelsey y cols, 1997; Marez y cols, 1997; Kortunay y cols, 1999).

11.3.- De la Farmacogenética a la Farmacogendémica

Es probable que las primeras observaciones farmacogenéticas las realizara
Pitagoras en el afio 510 a C, quien reconocié al favismo como “el peligro que corren
algunos individuos, pero no otros, al comer habas”. En la actualidad se sabe que este
trastorno es una anemia hemolitica que se presenta por la deficiencia de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Beutler, 1991). En 1957, Motulsky fue el primero en sugerir que
ciertas reacciones adversas a los medicamentos podrian ser causadas por variaciones,
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determinadas genéticamente, en la actividad del metabolismo a nivel hepatico. Poco
después, Vogel en 1959 acufié el término Farmacogenética para describir la relacion
entre la constituciéon genética de un individuo y la terapia farmacolégica. Por lo tanto, la
Farmacogenética estudia la variacion genética responsable de las diferencias
individuales en la respuesta a los farmacos y xenobiéticos. Posteriormente, el término
Farmacogenética se ampli6 al de Ecogenética, para abarcar las diferencias genéticas
que determinan la susceptibilidad de los individuos a la acciéon de agentes fisicos,
quimicos y biolégicos del ambiente (Nebert, 1997).

La variabilidad genética en el nivel de expresién o funcién de las DME tiene un
efecto significativo en la eficacia terapéutica (Weber, 7997). Ademds, numerosos
estudios epidemioldgicos relacionan las diferencias alélicas de las DME con toxicidad y
cancer (Cervantes y cols, 2001). En la tabla 6 se muestran los principales polimorfismos
farmacogenéticos en las DME y algunas enfermedades relacionadas.

En el pasado, los estudios de eficacia y seguridad de los farmacos se
desarrollaron en el supuesto de una persona promedio, ignorando el hecho de que los
seres humanos muestran una diversidad genética extraordinaria (Housman y Ledley,
1988). De hecho, se han observado reacciones adversas a un gran nimero de farmacos
y a este respeto las cifras son impactantes. Solamente durante 1994, en Estados
Unidos, se estima que se presentaron mas de dos millones de pacientes hospitalizados
a causa de serias reacciones adversas a los farmacos resultando en 106 000 muertes.
Estos datos sitlian a las reacciones adversas a farmacos como la 5* causa de muerte en
ese pais (Lazarou y cols, 1998).

El impacto del estudio del genoma humano en las ciencias farmacéuticas alin no
es cuantificable, pero no hay duda que potenciara positivamente las estrategias
farmacéuticas y la practica médica tradicional. El principal esfuerzo se enfoca a entender
el significado de la variacion genética de los genes implicados en la respuesta a
farmacos que determinan la eficiencia y toxicidad de éstos. Este conocimiento ya ha
dado como resultado el nacimiento de una nueva disciplina, la Farmacogenémica, que
se define como la aplicacién de la tecnologia genémica al desarrollo de farmacos y
esquemas terapéuticos disefiados para lograr ensayos clinicos mas exitosos y
terapéuticas mas efectivas y menos téxicas. La Farmacogenémica incluye no solo la
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farmacodinamia, el mecanismo de accién de un farmaco sobre su blanco, sino también
la farmacocinética. La Farmacogendémica como disciplina emerge de |la
Farmacogenética y del uso de técnicas moleculares tradicionales para estudiar las
diferencias en los genes individuales que codifican para las proteinas que participan en
las vias del metabolismo de farmacos (Wallace, 1999; Destenaves y Tomas, 2000).

Son muchos los beneficios potenciales que puede aportar la Farmacogenémica al
desarrollo de nuevos farmacos; por ejemplo, identificando a tiempo en cuales pacientes
se presentara éxito terapéutico o alta toxicidad para un compuesto dado, ya que se
conoceria la existencia de una predisposicion genética en relacion con ese resultado.
Asimismo, se podra pensar en evaluar nuevamente aquellos farmacos que en el pasado
no tuvieron éxito ya que presentaban poca eficacia o alta toxicidad en estudios clinicos
abiertos (Marshall, 1977). También, usando criterios farmacogenémicos, los estudios
clinicos de fase Ill podran requerir un menor nimero de pacientes, ya que la seleccién
se haria de acuerdo con el perfil genético que tuvieran, lo que resultaria en menores .
costos y resultados mas precisos (Cervantes y cols, 2001).
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Tabla 6. Principales polimorfismos farmacogenéticos en las DME.

Ejemplos de
Gen Enzima Fenotipo |Riesgo de enfermedades farmacos
metabolizados
- 2-25% Enfermedad de
Citocromo P450 Parkinson Debrisoquina,
CYP2D6 2'?6 _ > incidencia céancer de coc.lein.a,
Hsdrt?xllas? de . vejiga, higado, faringe, nortriptolina,
debrisoquina estomago. Cancer de dextrometorfan
pulmén en fumadores
Tolbutamida,
Citocromo P450 i diacepam,
CYP2C9 PM Gran variabilidad y
2C9 iboprufeno,
warfarina
Efectos colaterales por ——
efenitoina,
mefenitoina en SNC, rash
Citocromo P450 omeprazol,
CYP2C19 - PM cutaneo, fiebre, ;
uanilo,
adenopatias generalizadas pl.'og
. . citalopram
y discrasias sanguineas
Neuropatias periféricas,
- LES, riesgo de cancer de Isoniazida,
NATS N-acetil vejiga y de mama en| procainamida,
transferasa 2 fumadoras sulfonamidas,
EM > riesgo de cancer de hidralazinas
higado y colorrectal
: ; 6-mercaptopurina,
Tiopurinametil . ‘
TPMT PM ND 6-tioguanina,
transferasa L
azatioprina
Deficien ) . Ac nalidixico,
) Anemia hemolitica
Glucosa-6- cia nitrofurantoina,
G6PD fosfato Actividad - ) sulfas,
. Susceptibilidad a infeccién o
deshidrogenasa aumen- - fenilhidrazina,
por Plasmodium sp : ;
tada primaquina

(Tomado de Nebert 1997 y Weber 1997)

PM= Metabolizadores lentos o pobres, EM= Metabolizadores rapidos o extensos, ND= No determinado
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Evidentemente la Farmacogenética y la Farmacogenomica, como éareas de
investigacion emergentes, tendran repercusiones importantes en la practica profesional
del farmacéutico ya que seran de los profesionales mas comprometidos en la
personalizacién de la terapia de acuerdo con las caracteristicas del paciente. Por lo
tanto, la necesidad urgente de incorporar estas disciplinas en los planes curriculares de
las carreras farmacéuticas resulta indiscutible (Cervantes y cols, 2001).

Por otro lado, puesto que la generacién de datos farmacogenémicos requiere del
acceso a la informacién confidencial de pacientes como son las historias clinicas,
resultados de sus andlisis de laboratorio, evaluaciones psicolégicas, evolucién del
tratamiento, iatrogenias, etc. Se han realizado muchos cuestionamientos, y el debate
continia sobre aspectos éticos y legales que resultarian involucrados al momento de
compartir la informacién de bases de datos que se suponen confidenciales y privadas
(Goodman, 1996).

11.4.- Genética molecular en el laboratorio clinico.

1.4.1. Genotipificacion.

La genotipificacion en Farmacogenética involucra la identificacion de mutaciones
genéticas definidas que ocasionan el fenotipo particular de metabolismo de farmacos.
Estas mutaciones incluyen alteraciones genéticas que llevan a sobre expresion
(amplificacién del gen), ausencia de un producto proteinico activo (alelo nulo), o
produccién de una proteina mutante con capacidad catalitica disminuida (alelo inactivo)
(Linder y cols, 1997).

El 4cido desoxirribonucleico (DNA Deoxyribonucleic Acid), genémico aislado de
sangre periférica puede ser utilizado para genotipificacién. Un método comunmente
empleado es PCR-RFLP (Linder y cols, 1997). En esta técnica, una regién especifica del
gen de interés es amplificada por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) con posterior digestion del producto
amplificado con endonucleasas de restriccién. El andlisis del polimorfismo de longitud de
los fragmentos de restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés, Restriction Fragment
Length Polymorphism) ha sido un método ampliamente utilizado para identificar

33



diferentes alelos de CYP2D6. El tamafio de los productos de digestion son facilmente
evaluados por electroforesis en gel de agarosa o acrilamida tefiido con bromuro de etidio
y transiluminacién UV (Linder y cols, 1997; Sachse y cols, 1997).

La técnica PCR fue descrita por el investigador Kary Mullis en 1985, por cuyo
trabajo recibi6 el Premio Nobel en 1990. La PCR es una técnica potente que permite la
amplificacién de segmentos de manera directa a partir del DNA genémico o del cDNA.
Este método estd encontrando un uso cada vez mayor porque evita parte de la
complejidad técnica y del tedio de la clonacién. Cuando se clonan o amplifican mediante
PCR, las mutaciones se secuencian con facilidad mediante variaciones en dos métodos
basicos: el método de desintegracion quimica de Maxam-Gilbert, y con mayor
frecuencia, el método de Sanger, también denominado el método enzimético o de
terminacion de cadena didesoxi (Panduro, 2000).

El método de PCR se basa en la amplificacién, aproximadamente de 10° veces,
de un segmento de DNA, a partir de secuencias cortas iniciadoras (oligonuclettidos) del
segmento deseado, asi como la presencia de los dNTP’s y de la Taq polimerasa. Este
método se lleva a cabo en ciclos de tres etapas que consisten en:

94°C Desnaturalizacion inicial 1 ciclo
94°C Desnaturalizacién

55-65°C Alineaci6n 30-35 ciclos
68-72°C Elongacion

72°C Extension final 1 ciclo

4°C Estabilizacion.
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. JUSTIFICACION.

Considerando que:
> Las reacciones adversas a los formacos son mas frecuentes en los individuos de
fenotipo PM, que incluye el alelo CYP2D6*10.
» Las duplicaciones en el gen CYP2D6 tipicas de los individuos UM impiden que se
alcance los niveles terapéuticos y por lo tanto el efecto farmacoldgico.
» No se conoce la frecuencia alélica de CYP2D6*10 y de duplicaciones del gen
CYP2D6 en poblacién mexicana.

Se decidié investigar la mutacion principal que define al alelo CYP2D6*10 y las
duplicaciones en el gen CYP2D6 en una muestra de individuos mexicanos.

Esta investigacion también tiene como finalidad contribuir al conocimiento de la
estructura genética de la poblacién mexicana.

IV. OBJETIVOS.

« Identificar la mutacién que define al alelo CYP2D6*10 mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la generacién de fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica (RFLP), para conocer la frecuencia de dicho alelo en una
muestra de poblacién mexicana.

« Determinar la presencia de duplicaciones en el gen CYP2D6 y calcular su frecuencia
en una muestra de poblacién mexicana. '

e Comparar los resultados obtenidos con los reportados en otras boblaciones.

V. HIPOTESIS.

La poblacién mexicana tendra una frecuencia de alelos de CYP2D6 diferente a la
reportada para otras poblaciones.
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MATERIAL Y METODOS.

VI.1.- Materiales y equipo.

Reactivos Equipo

» Agarosa Espectrofotémetro (Beckman DU-64)

e TBE 10X, 1X, 0. 5X

Solucion de Tris-base, acido bérico y e Balanza analitica (Shimadzu 220 g)
4cido etiléndiaminotetracetico (EDTA)

. o  Campana de extraccién de flujo laminar
s Bis-acrilamida

(Veco)
e Acrilamida e Micro centrifuga (Qualitron)
e Solucion de etanol 70% e Camara fotografica

« RCLB
(Solucion de lisis de células rojas)
e Agua inyectable estéril

Transiluminador de luz UV

Centrifuga (5804 R Eppendorf)

. ) Camara de electroforesis vertical (V16
* Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)

BRL Life Technologies)
¢ Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico e Céamara de electroforesis horizontal
(25:24:1) (Horizon 58 Gibco BRL)

« Termociclador (Master cycler gradient
+ Fenol saturado

Eppendorf)

* Pipetas semiautomaticas (Gilson) de 20,
100, 200 y 1000 pL

« Oligonucleétidos e Fuente de poder (EC-90)

» Dimetilsulféxido  Bomba de vacio

e |sopropanol

e Taq polimerasa

» Desoxirribonucleétidos trifosfatados
s Solucién de MgCl, 15mM

* Enzimas de restriccion

« Bromuro de etidio

* Dodecil sulfato de sodio 10%

* Solucién de NaCl 5mM y solucion
saturada de NaCl
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VI.2.- Metodologia

Para participar en este estudio se consideraron los siguientes criterios de
inclusién: ser mexicano por nacimiento con padres y abuelos mexicanos también por
nacimiento, ser mayor de 18 afios, no estar tomando algun medicamento y en el caso de
mujeres no estar embarazadas. Todos los participantes leyeron y firmaron una carta de
consentimiento informado. Se extrajeron muestras de sangre periférica a 144 individuos
sanos, mestizo-mexicanos con edad promedio de 24.25 afios en un rango de 20 a 46
afios. Se obtuvo el DNA genémico. Se investigd la mutacién para el alelo CYP2D6*10
a106 muestras y a 127 muestras se les investigé la presencia de duplicaciones del gen
CYP2DS6.

VI.2.1. Obtencién del material genético

Extraccién de DNA de sangre periférica.

o Extraer asépticamente 20 mL de sangre periférica

Lisis de glébulos rojos.

1. Homogenizar la sangre y colocarla en un tubo cénico.

2. Enjuagar el tubo de ensayo con solucién de lisis de células rojas (RCLB).
3. Llenar el tubo con RCLB y nivelar los tubos por parejas.

4. Agitar cuidadosamente durante 8-10 minutos.

5. Centrifugar a 5000 rpm a 4°C durante 10 minutos.

6. Eliminar el sobrenadante hasta la mitad, agregar mas RCLB.

7. Repetir los pasos 4 al 6 dos veces mas.

8. Cuando el botén de células ya esté limpio, eliminar completamente el sobrenadante

Extraccién de DNA

1. Resuspender el botén de células blancas en 886 pL de NaCl 5mM.

2. Agregar 46 pL de SDS 10%. Resuspender.

3. Adicionar 308 pL de NaCl saturado. Resuspender.

4. Dividir el volumen en dos tubos de 1.5mL.

5. Centrifugar a 11000 rpm a 4°C durante 20 minutos.

6. Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5mL limpio y desechar el botén.
7. Agregar al sobrenadante fenol saturado (volumen a volumen).

8. Mezclar suavemente durante 8-10 minutos.
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9. Centrifugar a 11000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
10.Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5mL limpio.
11.Adicionar al sobrenadante fenol-cloroformo-alcohol isoamilico volumen a volumen.
12.Mezclar suavemente durante 8-10 minutos.

13.Centrifugar a 11000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
14.Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5mL limpio.
15.Adicionar cloroformo-alcohol isoamilico volumen a volumen.
16.Mezclar suavemente durante 8-10 minutos.

17.Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5mL limpio.
18.Agregar al sobrenadante isopropanol frio volumen a volumen.
19.Mezclar suavemente hasta que termine de precipitar el DNA.
** Cuando el DNA flota libremente ha finalizado la precipitacion.

Lavado de DNA

1. Centrifugar a 11000 rpm a 4°C durante 10 minutos.

. Decantar el isopropanol.

. Agregar etanol al 70% frio al botén.

. Resuspender y centrifugar a 11000 rpm a 4°C durante 10-15 minutos.
. Lavar dos veces mas.

. Secar el DNA en la centrifuga de vacio.

~N OO A W N

. Resuspender el DNA con 200-500 pL de agua inyectable y e incubar en bafio maria
a 50°C por lo menos dos horas.

VI.2.2. Cuantificacion de DNA

Para utilizar el DNA gendmico extraido es necesario conocer la concentracién y la
pureza del mismo.

Calcular de la siguiente manera:
1. Diluir 5 pL de DNA en 495 L de agua inyectable (dilucién 1:100).
2. Leer la absorbancia en 260 y 280 nm.

Anélisis de pureza:
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1. Calcular la relacién entre la densidad 6ptica a 260 y 280 nm.
El DNA esta suficientemente puro, si el resultado esta entre 1.8 y 2.0 (Sambrook, 1989)

Andlisis de concentracion:
1. Se utiliza la siguiente relacion: 1 D.O equivale a 50 pyg /mL y se tiene que considerar
la dilucion de la siguiente manera:

, 50ug | | 100mL | | 1000ng ImL
DNAng | uL|= D.O,, - &
[ "8 ] 2 x|: ImL :|x|: ImL ]x[ lug ]X[IOOO;LJ

VI.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

1. Hacer un gel de agarosa con una concentracién final de 0.8% o 2.0%, segun el
tamarfo del DNA.

2. Disolver la agarosa con solucién TBE 0.5X; calentar hasta disolver completamente.

3. Una vez que el gel haya enfriado aproximadamente a 40°C, verter en la cdmara de
electroforesis y colocar el peine adecuado. Dejar enfriar y retirar el peine.

4. Cubrir el gel con solucion TBE 0.5X y cargar las muestras mezcladas con
amortiguador de carga” dentro de los pozos.

5. Conectar la camara de electroforesis a la fuente de poder y establecer una corriente
de 100 voltios.

6. Teidir el gel con bromuro de etidio 0.5 pyg/mL durante 10 segundos y visualizar con
transiluminacién de luz UV

* amortiguador de carga: mezcla de azul de bromo fenol, xilén cianol y ficoll.
VI.2.4. Electroforesis en gel de acrilamida al 8%

1. En un vaso de precipitado verter los siguientes reactivos con agitacién constante:

Solucién de acrilamida 40% 14 mL
Agua desionizada 48.3 mL
Solucién TBE 10X 7.0mL
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Solucién de persulfato de amonio 10% 0.7 mL
TEMED 0.042 mL

. Verter la mezcla en medio de dos vidrios previamente lavados y secos, acoplados con

separadores e inmediatamente colocar el peine.

. Dejar polimerizar 30 minutos, retirar el peine y colocar los vidrios en la camara

vertical.

. En seguida, llenar los compartimentos de la camara con solucién TBE 1X y lavar los

pozos para retirar el exceso de acrilamida.

. Mezclan las muestras se con colorante y cargarlas en los pozos.
. Tapar y conectar la camara a la fuente de poder. Aplicar una corriente de 240 a 260

voltios.

. Para evaluar el resultado, tefiir el gel con bromuro de etidio 0.5 pg/mL durante 10

segundos y observar con transiluminacién de luz UV

VI1.2.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

o A W

. Colocar de 300-500 ng de DNA genémico en un microtubo de 500ulL para PCR
. Aparte en un tubo de 500uL hacer una mezcla con los siguientes reactivos:

dNTP's

MgCl; 15mM
Oligonucledtido 5'- 3’
Oligonucleétido 3'-5'
Enzima Taq polimerasa
Dimetil sulféxido

. Adicionar 22uL de la mezcla anterior al tubo de 500uL que contiene el DNA
. Colocar los tubos en el termociclador previamente programado.
. Almacenar a -20°C hasta su visualizacién o posterior digestion.

VI.2.6. Amplificacién de la regién de interés de CYP2D6*10

Oligonucledtidos especificos para el fragmento del gen CYP2D6 donde se encuentra la
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mutacion Cqgs --> T que define al alelo CYP2D6*10 (Sachse y cols 1997):

CYP2D6*10 A 5- TCA ACA CAG CAG GTT CA -3’ (17 pb)
CYP2D6*10B 5-CTG TGG TTT CAC CCACC -3’ (17 pb)

Reaccion en Cadena de Polimerasa Programa
2D6*10 A (100 ng/pl) 1.0l 94°C-2’
2D6*10 B (100 ng/pl) 1.0 40 ciclos: 94°C-30"
Master Mix 15.0 ul 58°C-10"
DMSO 5% 1.5 72°C-1.5'
DNA genémico (100 ng/pl) 3.0 72°C-10°
Agua 35u 4°C-a
Volumen total 25.0 pl Duracién: 2.5 horas
Reaccion de Restriccion Incubacién
Hph 1 (5 Ulul) 0.2l 37°C 4 horas
(Sachse y cols 1997)
Amortiguador 20p
DNAgcr 10.0 pl
Agua 7.8l
Volumen total 20.0 Sitio de corte:
5'-CC/(A,T)GG-3’

VI.2.6.1 Resultados posibles de los genotipos para el alelo CYP2D6*10

El fragmento de DNA del gen CYP2D6 que comprende la mutacion Cqgs --> T es de 433
bases (figura 9), el alelo silvestre tiene un sitio de reconocimiento donde corta la enzima
de restriccion generando un fragmento de 362 bases y un fragmento de 71 bases.
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Cuando esta presente la mutacién se genera otro sitio de corte y los fragmentos que
resultan son de 262, 100 y 71 bases, con este patron de bandas se identifica al alelo
CYP2D6*10. Los genotipos heterocigotos se identifican con la combinacién de estos dos
patrones, es decir, se obtienen fragmentos de 362, 262, 100 y 71 bases.

CYP2D6*10

Hph I
10110 wiw wi*10

Figura 9. Representacion esquematica de los posibles resultados para el genotipo de
CYP2D6*10. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: producto amplificado de
PCR, carmil 3: muestra homocigota mutante para CYP2D6*10, carril 4: muestra
homocigota silvestre, carril 5: muestra heterocigota.

VI.2.7. Amplificacién de la regién de interés de para CYP2D6*X (MxN)

Oligonucleétidos especificos para identificar la presencia de duplicaciones del gen
CYP2D6 (Lovlie y cols, 1996)

CYP17 5'- TCC CCC ACT GAC CCACATCT-3' (20pb)

CYP32 5- CAC GTG CAG GGC ACC TAGAT -3' (20 pb)

Reaccién en Cadena de Polimerasa Programa
93°C -2’
CYP17 (100 ng/ul) 2.0 pl 35ciclos  93°C -10"
63°C -30"
68°C -40’
CYP32 (100 ng/ul) 2.0pl T
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4°C -a
dNTP 1.75 pl clu Duracién 3.5 horas

Mezcla de polimerasas

(Taq + Pwo) 0.75 pl
DMSO 5% 25l
DNA genémico (100 ng/ul) 3l
Agua 27.75pl
Volumen total 50 ul

VI.2.7.1. Resultados posibles de la investigacion de la duplicacién del gen CYP2D6

El tamarfio del fragmento de DNA amplificado cuando hay un sola copia del gen es de
5.2 kilo bases (kb) y cuando existe duplicacion se amplifica un fragmento adicional de
3.6 kb (figura 10).

CYP2D6*M

Kb M PCR ww WI/"MxN
*MxN/ *MxN

f— m—

5 — e—

Figura 10. Representacion esquematica de los posibles resultados para el genotipo de
CYP2D6 con genes duplicados. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: producto
amplificado de PCR, carril 3: muestra homocigota silvestre para CYP2D6, carril 4:
muestra heterocigota (un alelo con un solo gen y otro alelo con duplicacién) o muestra
homocigota mutante (ambos alelos duplicados).
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VIl. RESULTADOS.
VIl1. Identificacién del alelo CYP2D6*10
Se realiz6 el analisis de pureza e integridad de DNA a 106 muestras de sujetos meztizo-
mexicanos y se amplificé por PCR el fragmento del gen CYP2D6 de 433 kb que
comprende la mutacion Cg3 —> T como se describe en la metodologia.
En la figura 11 se muestra la fotografia de un gel de acrilamida 8% con el resultado de la
amplificacion para el alelo CYP2D6*10 y digestion de cinco muestras, donde se
observan: una muestra con genotipo heterocigoto wt/CYP2D6*10 (wt Wild Type), tres
muestras con genotipo silvestre wt/wt y una muestra homocigota mutante
CYP2D6*10/CYP2D6*10.
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Figura 11. Imagen de un gel de acrilamida 8%. Carril 1: muestra
heterocigoto wt/CYP2D6*10, carril 2: marcador de peso
molecular, carrilles 3-5: muestras homocigotos silvestres wit/wt,
carril 6: muestra homocigoto mutado CYP2D6*10/ CYP2D6*10

La frecuencia total y dividida por género de genotipos obtenidos y alélica se muestra en
la tabla 7.

Tabla 7.- Frecuencia genotipica y alélica de CYP2D6*10 en 106 muestras de individuos
mexicanos

Frecuencia %

Genotipos Hombres (n) Mujeres (n) Total
*witwt 31.13 (33) 48.11(51) 79.24 (84)
*wt/*10 8.49 (9) 10.38 (11) 18.87 (20)
*10/*10 0(0) 1.89 (2) 1.89 (2)
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Tabla 7 continuacion

Alelos
bl | 35.37 (75) 53.31 (113) 88.68 (188)
*10 4.22 (9) 7.10 (15) 11.32 (24)

VIl.2. Identificacién de duplicaciones del gen CYP2D6

Se realiz6 el andlisis de pureza e integridad de DNA a 127 muestras de sujetos meztizo-
mexicanos y se amplificé por PCR con oligonucleétidos especificos que flanquean una
region intergénica conservada y repetida de 5.2kb del Jocus CYP2D localizada entre el
pseudogen CYP2D7P y el gen CYP2D6, misma que aparece entre dos genes CYP2D6
con un tamaro de 3.6 kb (figura 12).

—| cypo7 [} CYP2D6-dup
CYP-REP-T CYP-REP-DUP
Ppr— »—
5.2kb 3.6kb

Figura 12. Esquema representative de las regiones
amplificadas para detectar duplicaciones del gen CYP2D6
(Tomado de Lovlie y cols, 1996 con modificaciones)

En la figura 13 se muestra el resultado de la amplificacién de las regiones especificas
para conocer la presencia o ausencia de duplicaciones del gen CYP2D6.

5.2kb —> —eslbases

——
r-
3.6kb

Figura 13. Imagen de un gel de agarosa 2%.
Carriles 1,7,10 y 11: muestras con genes CYP2D6
duplicados, carril 6: marcador de peso molecular,
carrilles 2-5, 8,9 y 12-14: muestras con una sola
cof'a del gen CYP2D6 A5



La distribucién de frecuencias, por género y totales, para las duplicaciones del gen
CYP2D6 se muestran en la tabla 8.

Tabla 8.-Frecuencia de duplicaciones del gen CYP2D6 en 127 muestras de individuos

mexicanos
Frecuencia (%)
Duplicacion Mujeres (n=81) | Hombres (n=46) | Total (n=127)
Si 6.28 (8) 7.1(9) 13.38 (17)
No 57.48 (73) 29.14 (37) 86.62 (110)
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VIIL.

DISCUSION.

La Farmacogenética estudia la variacién genética responsable de las diferencias
individuales en la respuesta a los farmacos y xenobidticos (Nebert, 1997). La
identificacion de los genes responsables de las diferencias individuales en la respuesta
a farmacos establecerd nuevas rutas terapéuticas de inmenso beneficio médico
(Hoeche, 2003).

Las diferencias farmacogenéticas entre individuos de un mismo grupo étnico pueden ser
de diez a mas de cuarenta veces, mientras que la variacién media entre grupos étnicos
es raramente mas de dos a tres veces. Esta observacion es el sello de la herencia de
las caracteristicas complejas o multifactoriales, por ejemplo la contribucién de mudiltiples
genes y de los factores ambientales sobre estos genes. El concepto que ahora esta
surgiendo es que la cantidad de alelos que codifican para las caracteristicas utilizadas
comunmente para categorizar ‘raza o grupo étnico’ (color de la piel, textura y color del
cabello y rasgos faciales, entre otros) seré bastante pequefia comparada con el nimero
de los alelos que codifican las diferencias interindividuales, aun dentro del mismo grupo
étnico; lo mismo se predice cierto para los alelos que dirigen por ejemplo, las
variaciones de presién sanguinea y la capacidad para metabolizar firmacos. La idea de
dividir a las poblaciones por etnias ha tenido ventajas en el estudio de los rasgos que
son expresados predominantemente en poblaciones especificas, pero no siempre es
una estrategia garantizada. La estrategia mas exitosa para investigar los efectos
alélicos, requiere probablemente de una seleccion juiciosa de la poblacién de estudio
basada en el conocimiento del rasgo que sera estudiado. Por lo tanto, es imperativo que
el investigador clinico esté conciente y aprecie la riqueza y diversidad de los alelos que
existen en cada grupo étnico para el disefio de estudios farmacogenémicos (Nebert y
Menon, 2001).

Las enzimas metabolizadoras de farmacos (DME) estan ampliamente distribuidas en
todo el organismo y se encuentran en varios compartimientos subcelulares. Sin
embargo, en vertebrados, el higado es la fuente mas rica de enzimas que catalizan
reacciones de biotransformacién (Bertilsson y cols, 1997; Marez y cols, 1997; Klassen y
Watkins, 1999). Las enzimas P450 microsémicas hepaticas tienen una participacion muy
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importante en la determinacién de la intensidad de accion de farmacos y la duracion de
la misma, pero también intervienen en la destoxificacion de xenobiéticos (Masimirembwa
y cols, 1993; Kiassen y Watkins, 1999; Malsunaga y cols, 2001; Matsunaga y cols,
2002). Aunque la enzima CYP2D6 esta relativamente de forma minoritaria en el higado
(1.5% del total de isoformas del citocromo P450), metaboliza hasta 25% de todos los
farmacos prescritos actualmente en la practica clinica y muchos de los farmacos que
son metabolizados por CYP2D6 tienen como blanco el sistema nervioso central
(Kroemer y Eichelbaum, 1995; Wolf y Smith, 1999b).

El polimorfismo del gen CYP2D6 representa un excelente ejemplo tanto para

conocer las implicaciones clinicas potenciales de la Farmacogenética, como para saber
el proceso por el cual la investigacién farmacogenética llevé desde el fenotipo hasta el
entendimiento del mecanismo molecular a nivel de genotipo (Weinshilboum, 2003). Este
polimorfismo es clinicamente importante para los farmacos que son sustratos de
CYP2D6 entre los que se encuentran antidepresivos triciclicos, ciertos neurolépticos,
antihipertensivos, antiarritmicos, pB-bloqueadores y derivados de morfina, por ejemplo,
amitriptilina, codeina, norcodeina, dextrometorfan, imipramina, nortriptilina, metoprolol y
propanolol (May, 1994; Kroemer y Eichelbaum, 1995). Ademas se sabe que el fenotipo
PM de CYP2D6 presenta mayor riesgo de reacciones adversas (Eichelbaum y Gross,
1990).
El cambio Cigs=> T causa la sustitucién del aminoacido Pros, = Ser, el cual se sabe que
produce una enzima inestable con actividad catalitica disminuida (Kagimoto y cols,
1990; Johansson y cols, 1994; Marez y cols, 1997) y esta presente en tres formas
comunes del gen CYP2D6 en la poblacion asidtica: CYP2D6*10A (nombre ftrivial
CYP2D6*J); el CYP2D6*10B (nombre trivial CYP2D6*Ch 1) (Yokota y cols, 1993;
Johansson y cols, 1994); y el alelo CYP2D6*10C que tiene las mismas mutaciones de
CYP2D6*10B, ademas de una conversion génica en el exon 9, lo cual causa un
producto enzimatico casi inactivo (Johansson y cols, 1994, Roh y cols, 1996). La
mutacién Cigs~> T es considerada como responsable del metabolismo lento en los
asidticos en contraste con el metabolismo extenso en los caucéasicos (Yokota y cols,
1993; Wang y cols, 1993; Johansson y cols, 1994; Marez y cols, 1997).

Aunque las bases moleculares del polimorfismo de CYP2D6 han sido investigadas en
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diferentes poblaciones, actualmente hay pocos estudios realizados en la poblacién
mexicana. En este trabajo se presenta el resultado del analisis de 144 muestras de
sujetos mestizo-mexicanos de las cuales a 106 se les investigé la mutacion que define al
alelo CYP2D6*10y a 127 la presencia de duplicaciones del gen CYP2D6.

En la tabla 9 se muestran los datos, ordenados de manera creciente, para la frecuencia
alélica de CYP2D6*10 reportada en diferentes poblaciones y la obtenida en la muestra
de poblacién mestizo-mexicana que fue de 11.32 %. Esta frecuencia es similar a la
encontrada para la poblacion etiope de 8.6% (Akiillu y cols, 2002), es superior a la
reportada para los caucasicos (1.52%) y esta por debajo de la frecuencia de
CYP2D6*10 en las poblaciones coreana 51% (Roh y cols, 1996), china 50.7%
(Johansson y cols, 1994), malaya 43.3% (Gan y cols, 2002) y japonesa 31.8-38.6%
(Abraham y Adithan, 2001).

Tabla 9. Frecuencia del alelo CYP2D6*10 en diferentes poblaciones y en la poblacion
estudiada.

Frecuencia del
Poblacién Muestra(n) alelo CYP2D6*10
(%)
Caucésica 589 1.52
Etiope 115 8.6
Mexicana (este
estudio) e TSR
Japonesa 162 31.8-38.6
Malaya 30 43.3
China(en Suiza) 113 50.7
Coreana 152 51

(Tomada de Roh y cols, 1996 con modificaciones (Johansson y cols, 1994, Abraham y
Adithan, 2001; Gan y cols, 2002)

Por otra parte, se sabe que existen diferencias interétnicas en la frecuencia de
metabolizadores ultra rapidos. Aproximadamente el 10% de las poblaciones del
mediterraneo tienen genes CYP2D6 duplicados, probablemente como resultado de la
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migracién musulmana alrededor de 750 d. C (Agundez y cols, 1995; Bernal y cols, 1999;
Aklillu y cols, 2002). En general, la distribucién de los alelos con genes mudltiples de
CYP2D6 es compatible con un evento estable de duplicacién génica en sélo una regién
del mundo llamada Arabia Saudita-Etiopia, que probablemente ocurrié hace alrededor
de 3000-10000 afios (/ngelman-Sundberg, 20017). Interesantemente, se sabe que una
pronunciada inmigracién arabe tomé lugar en Espafia alrededor de 400 d. C y esto
puede explicar la alta frecuencia de alelos duplicados en Espafia comparada con la
frecuencia en otras poblaciones caucasicas (Aklillu y cols, 2002). La elevada frecuencia
de alelos CYP2D6 duplicados y multiduplicados entre los etiopes ha llevado a pensar
que factores como la dieta pueden ser importantes. Se cree que la dieta originaria de la
poblacién etiope ha ejercido gran presién induciendo duplicaciones génicas y/o
causando seleccién natural de las personas que portan genes duplicados (Aklillu y cols,
1996). Aparentemente la herencia de amplificacién de un gen fue descrita por primera
vez, cuando se mostré que las partes de un gen “silencioso” de colina esterasa fueron
amplificadas en un granjero y su hijo, quienes pertenecian a una familia expuesta a
insecticidas organofosforados por varias generaciones. El evento inicial de amplificacion
probablemente ocurrié y fue seleccionado durante la espermatogénesis u ovogénesis
para después ser heredado (Johansson y cols, 1993). Recientemente se ha demostrado
la presencia de dos regiones repetidas CYP-REP flanqueando el locus CYP2D6 (Allorge
y cols, 2001; Schur y cols, 2001) y se ha propuesto que los alelos con duplicacion
CYP2D6 pueden ser explicados como un evento reciproco de delecion, involucrando las
mismas unidades CYP-REP (Lundgvist y cols, 1999).

En la tabla 10 se muestran los datos de manera creciente para la frecuencia alélica de
genes CYP2D6 duplicados, reportada en diferentes poblaciones y la obtenida en este
estudio que fue de 13.38%, la cual es similar a la frecuencia reportada en la poblacion
espafiola 7-10% (Agundez y cols 1995, Bernal y cols 1999) y a la de arabes sauditas
20% (McLellan y cols, 1997), es mayor a la frecuencia encontrada en las poblaciones
alemana 3.7% (Sachse y cols, 1997) y suiza 1 a 2% (Dahl y cols, 1995) y es casi la
mitad de la frecuencia reportada para la poblacién etiope 29% (Aklillu y cols, 1996).
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Tabla 10. Frecuencia de duplicaciones (MxN) del gen CYP2D6 en diferentes
poblaciones.

Frecuencia de
Poblacion Muestra (n) duplicaciones
MxN (%)
Coreana 152 0.3
Suiza 270 1.0
Nicaragiense 137 1.1
China 113 1.3
Alemana 589 1.5-2.0
Francesa 265 1.9
Turca 404 58
Tanzana NR 7
Espafiola 258 7.0-10
Mediterranea NR 10
Mexicana (este
estudio) 127 13.38
Arabe Saudita 101 21
Etiopes 122 29

(Tomada de Abraham y Adithan, 2001con modificaciones Agdndez y cols, 1995; Bernal
y cols, 1999). NR = no reportado

La importancia de realizar estudios como éste en la poblacién mestizo-mexicana y
compararlo con los de otras poblaciones tiene dos principales utilidades: Primero, con
esto se resalta el hecho de que las dosis terapéuticas para los medicamentos que se
recetan en la practica clinica, especialmente los de estrecho margen terapéutico, no
pueden ni deben ser iguales para todos los individuos de una poblaciéon y menos de
poblaciones con importantes diferencias interétnicas. Por lo tanto, es probable que
dentro de pocos aiios, cuando se haya completado el analisis de los polimorfismos a la
mayoria de las enzimas metabolizadoras de farmacos, sea necesario reajustar las dosis
actuales en algunas poblaciones y si es el caso de la poblacién mexicana, entonces se
aplicara el conocimiento generado con esta investigacion. Segundo, el conocer los
principales y mas frecuentes polimorfismos en los genes que codifican para las enzimas
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metabolizadoras de farmacos (DME) en diferentes poblaciones guiard de manera
concreta a la industria farmacéutica que se dedica a la investigacién para el desarrollo
de medicamentos, ayudara a reducir los costos que se generan por reacciones adversas
e ineficacia terapéutica, con lo que se lograra disefiar farmacos personalizados, que
sean completamente aprovechados y sin ninguna o con las menores consecuencias
para quien lo necesite.

La farmacogendmica promete tener un importante impacto en los principales problemas
de salud que se desarrollan en el mundo. Su capacidad para identificar nuevos blancos
para el desarrollo de farmacos, junto con su potencial aplicacién para identificar
poblaciones identificadas que responderan favorablemente a un farmaco en particular, la
sitian en un lugar Unico como una tecnologia capaz de superar las diferencias que
actualmente existen en la aplicacién de las técnicas genémicas en paises ricos y
pobres. No obstante, para realizar su verdadero potencial, se requerira superar alghnos
retos legales, éticos, politicos y econdmicos. Para que esto ocurra, se requiere de la
fuerte colaboracién entre la industria, la academia, organizaciones no gubernamentales
e internacionales. Simultdneamente se requerird de la participacién activa y mas
equitativa por parte de los investigadores de cada pais para superar estos retos (Pang,
2003)
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IX.

CONCLUSIONES
» Se identificé la mutacién Cigs~> T que causa la sustitucion del aminoacido Pros4 = Ser,
y define al alelo CYP2D6*10, la frecuencia fue 11.32%
e La frecuencia de duplicaciones de CYP2D6 obtenida en la muestra de poblacién
mexicana fue 13.38%
e Las frecuencias alélicas de CYP2D6*10 y CYP2D6 2xN (CYP2D6 duplicado) en la
muestra de poblacion mestiza mexicana difieren con las reportadas en otras
poblaciones, por lo que cada poblacion tiene que genotipificar a sus propios individuos.

e Este trabajo contribuye al conocimiento de la estructura genética de la poblacion
mestiza mexicana.
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XI.

GLOSARIO
Alelo. Forma alternativa de un gen situado en un Jlocus particular en un par de
cromosomas homélogos.
Codon. Triplete de bases de mRNA que codifica un aminodacido.
Conversién génica. Fenémeno génico que alin no se comprende por completo; sin
embargo puede decirse que es un mecanismo recombinacional no reciproco, donde un
gen sirve de molde para corregir mutaciones en otro. Si bien parece ser cierto que este
fenémeno ocurre por recombinacién, el producto reciproco del crossing over no se ha
detectado; en otras palabras, al parecer el nimero de genes relacionados permanece
consante, pero su diversidad disminuye.
Crossing over. Véase Recombinacion.
DNA. Acido desoxiribonucléico.
Dominante. Se dice de los genes que se expresan igual en estado homocigoto o
heterocigoto.
Duplicacién. Presencia de genes repetidos en un cromosoma por la adicion de un
fragmento de un cromosoma homélogo.
Duplicacién génica. Constituye uno de los mecanismos evolutivos. Postula la
presencia de dos genes iguales en el mismo cromosoma, resultantes de un
entrecruzamiento desigual.
Droga. Sustancia que tiene actividad comprobada y/o que actia sobre el sistema
nervioso central. Algunas veces se utiliza como sinénimo de farmaco.
Enzimas de restriccion. Nucleasas que reconocen y cortan secuencias especificas de
nucleétidos en el DNA. Se obtienen de una gran variedad de microorganismos, por
ejemplo de E coli. Se utilizan en la construccién de moléculas de DNA recombinante.
Farmaco. Compuesto quimico, natural o sintético con actividad biol6gica selectiva que
tiene un perfil establecido probado in vivo e in vitro.
Farmacogenética. Area de la genética bioquimica relacionada con la respuesta a
medicamentos y sus variaciones genéticamente determinadas.
Fenotipo. Expresion bioquimica o clinica del genotipo.
Flujo génico. Difusion gradual de genes de una poblaci6n a otra.
Gen. Unidad de transmisién hereditaria; ocupa un Jocus determinado en los
cromosomas.
Genotipo. En sentido restringido, la constitucion génica de un locus particular; en
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sentido amplio se usa como sinénimo de genoma.

Heterocigoto. Par de alelos diferentes para un locus dado.

Homocigoto. Par de alelos iguales para un locus dado.

Iniciador (primer). Secuencia pequefia de RNA o DNA necesaria para el
funcionamiento de la polimerasa.

Isoenzimas. Enzimas que pueden diferenciarsg por alguna propiedad, pero que actian
sobre el mismo sustrato.

Kilobase (kb). Unidad compuesta por mil nucleétidos.

Loci. Plural de locus.

Locus. Lugar de un gen en un cromosoma dado.

Mutacién. Cambio de la secuencia de bases nitrogenadas en la molécula de DNA.
Variacion espontanea o inducida en el genoma.

Mutacién puntual. Reemplazamiento de una base por otra en el DNA.

Palindrome. Secuencia de DNA en espejo; su lectura es igual en ambos sentidos en
direccion 5' a 3', por ejemplo 5 GAATTCC 3', 3' CCTTAAG 5’; esto ocurre a menudo en
los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion.

Polimorfismo genético. Presencia de dos o mas alelos de cualquier sistema en una
poblacién en la que la frecuencia del mas raro de ellos no puede explicarse por
mutacion recurrente.

Recesivo. Se dice de los genes que solo se expresan en estado homocigoto.
Recombinacién (cross over). Intercambio de material génico entre cromosomas
homélogos o entre cromatides hermanas.

Simpaticolitico. Farmaco que interfiere con el sistema simpético. Actia de dos
maneras: a) Inhibe la liberacidén de catecolaminas en la terminacién adrenérgica a nivel
presinaptico y b) Bloquea los receptores adrenérgicos en las células efectoras a nivel
postsinaptico.

Seudogén. Gen incapaz de generar un producto polipeptidico funcional. Secuencias
defectuosas de DNA relacionadas con un gen normal; pueden ser de dos clases: las que
conservan los intrones y las que pierden estas regiones.

Tipo silvestre. Se refiere al alelo normal.

Xenobidtico. Sustancia que el organismo no produce; puede ser farmaco, aditivo,
insecticida, contaminante.
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