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RESUMEN

Introduccion: Aunque la poblacion colombiana se define como multiétnica, conformada por la
mezcla de amerindios, caucasicos europeos (espanoles) y africanos, la mayoria de la poblacion
no esta definida étnicamente (DANE, Censo General 2005).

Se ha evidenciado que existe una variabilidad interétnica e interindividual en la respuesta al
tratamiento farmacologico, por tanto cada individuo responde de manera diferente ante la
administracién de la misma dosis, ocasionando en algunos la aparicion de reacciones adversas
o la falta de efecto terapéutico. El estudio de la variabilidad poblacional de las enzimas
metabolizadoras de farmacos CYP2D6 puede servir para determinar la manera en que las
dosis recomendadas se podrian ajustar a una determinada poblacién. Con este fin se han
realizado diversos estudios en América, pero tan solo uno en Colombia, con ciertas
limitaciones que se pretenden resolver en este trabajo.

Objetivo: El objetivo general de la presente Tesis es analizar la variabilidad de los
polimorfismos genéticos del CYP2D6 en una poblacion general (no seleccionada étnicamente)
colombiana, y comparar las frecuencias de estos con otras poblaciones Iberoamericanas.
Materiales y Métodos: Se estudiaron 288 voluntarios sanos, seleccionados al azar, no
relacionados ni seleccionados étnicamente, de ambos sexos. La mitad de los participantes
(n=144) eran personal académico y estudiantil de la Pontificia Universidad Javeriana sede
Bogota (PU]J), la otra mitad (n=144) eran alumnos y profesores de la Escuela de Suboficiales de
la Fuerza Aérea Colombiana (ESUFA). Se emple6 la técnica de PCR en tiempo real para
determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2D6 y asignar el fenotipo metabdlico

extrapolado del genotipo: Metabolizadores Lentos (gMLs), Rapidos (gMRs), incluyendo los



Ultrarrapidos  (gMURs). Posteriormente se compararon con otras poblaciones
iberoamericanas, obtenidas de la literatura y en el marco de colaboracién del Consorcio CEIBA
de la Red RIBEF Iberoamericana de Farmacogenética.

Resultados y Discusion: Los alelos con actividad normal en conjunto (*1, *2 y *35) fueron los
mas frecuentes (64.8%) en la poblacion colombiana, estas frecuencias son algo mas bajas que
las presentes en la mayoria de las poblaciones mestizas iberoamericanas que van del 70 al 93%.
La frecuencia del alelo CYP2D6*10 (actividad reducida), fue la mas baja observada en
poblaciones iberoamericanas, siendo similar a algunas de ellas, aunque diferente a otras como
la poblacién nicaragiiense (p<0.05), venezolana (p<0.005), y dos poblaciones mexicanas
(p<0.0001). Respecto al alelo CYP2D6*17, en esta poblacion no fue observado, al igual que en
otras poblaciones mestizas de México, Nicaragua o Espafa. El alelo CYP2D6*41 tiene una
frecuencia de (4.9%).

Con relacion a las variantes alélicas no funcionales, las frecuencias de esta poblacién (20.1%)
son similares a las del resto de las poblaciones mestizas estudiadas (13-23% del total). Por otro
lado, dentro de las frecuencias de alelos no funcionales del CYP2De¢, en todas las poblaciones
mestizas, al igual que en la espafiola, la variante *4 fue la mas frecuente, seguida de las
variantes *5, *3 'y *6.

En la poblacién colombiana estudiada se ha encontrado la mayor frecuencia de alelos
funcionales multiplicados del CYP2D6 reportada hasta la fecha en una poblacion mestiza de
Iberoamérica, siendo ésta de casi el 9.7% del total. Con relacion al porcentaje de individuos
gMLs (4.5%), fue similar a las anteriormente publicadas El resultado mas destacable es el alto
porcentaje de individuos gMURs (16.6%). La frecuencia encontrada en esta poblacion
colombiana fue la mas alta encontrada en ninguna de las poblaciones mestizas de

Iberoamérica estudiadas. No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias



alélicas, genotipicas o fenotipos extrapolados entre los dos grupos de participantes
(estudiantes universitarios y militares de la fuerza aérea).

Conclusiones: Existe gran variabilidad en las frecuencias de individuos gML y gMUR entre
las diferentes poblaciones iberoamericanas, destacando el alto porcentaje de individuos
gMURs en la poblacion colombiana estudiada. La frecuencia de gMUs fue la mas alta de las
observadas entre las poblaciones mestizas de Iberoamérica.

La variabilidad interindividual, interpoblacional y su influencia en el fenotipo metabdlico y
sus potenciales implicaciones clinicas fundamentan la necesidad de considerar Ila
farmacogenética del CYP2D6 en el disenio de estrategias de implantacion de la Medicina

Personalizada en Colombia.



SUMMARY

Introduction: The Colombian population is multiethnic; it consists of mixed Amerindian,
Caucasian Europeans (Spaniards) and Africans. Currently, mestizos (undefined genetically)
are virtually throughout the Colombian territory and it is the largest of the country.

It has been shown that there are interethnic and interindividual variability in response to drug
treatment drugs, therefore each individual responds differently, causing adverse reactions or
lack of therapeutic effect to some of them. Therefore, the study of population variability of
drug metabolizing enzymes CYP2D6 can be used to determine how drug dosage
recommendation could be adjusted to a particular population. Nowadays there are some
studies in Iberoamerica (in the frame of CEIBA Consortium of the RIBEF Network), but only
one in Colombia.

Objective: The objective of this thesis is to analyze the variability of genetic polymorphisms of
CYP2D6 in a Colombian general population, compare these frequencies with other Latin
American populations.

Materials and Methods: 288 unrelated healthy volunteers, unselected of both sexes were
studied. Half of the participants (n=144) were academic staff and students of the Pontificia
Universidad Javeriana in Bogota (PU]J), the other half (n=144) were students and teachers of
the NCO School from the Colombian Air Force (ESUFA). In this study, the real time PCR
technique was used to find the allelic and genotypic frequencies of CYP2D6 and to assign the
types of drug metabolic phenotype (Poor Metabolizers: gMLs; Extensive Metabolizers gMRs

and Ultrarapids: gUMs). They were then compared with other Iberoamerican populations.



Results and discussion: Alleles with normal activity as a whole (*1, *2 and *35) were the most
frequent (64.8%) in the Colombian population, these frequencies are somewhat lower than
those in most Latin American mestizo populations ranging from 70 to 93%. The frequency of
CYP2D6 *10 (reduced activity), was the lowest (0.5%) found in any of the Iberoamerican
populations, and it was significantly different to the frequencies observed in Nicaraguan
(p<0.05), Venezuelan (p<0.005), and two Mexican (p<0.0001) populations. Regarding the
CYP2D6*17 allele in this population was not observed, as in other mixed populations of
Mexico, Nicaragua and Spain. CYP2D6*41 allele has a frequency of (4.9%). About the non-
functional allelic variants of CYP2D6, frequencies in this population (20.1%) are similar to the
rest of the mixed populations studied (13 to 23% of total).

Furthermore, within the frequencies of nonfunctional CYP2D6 alleles in all mixed populations,
as in the Spanish, variant *4 was the most common, followed by variants *5, *3 and 6. In the
Colombian sample analyzed was found as often multiplied functional CYP2D6 alleles
reported in a mixed population in Latin America, this being almost 10% of the total (9.7%).
Regarding the percentage of individuals gPMs CYP2D6 (4.5%) was similar to the previously
reported. The most remarkable result is the high percentage of individuals gUMs (16.6%),
potentially ultra-fast metabolizers. The frequency found in this Colombian population was the
highest found in any of the Iberoamerican mestizo populations. No significant differences in
allele, genotype or phenotypes frequencies between the two groups of participants (university
and military air force students) were found.

Conclusions: We can conclude that there is great variability in the frequencies of individuals
gPM and gUM between different Latin American populations, highlighting the big percentage
of individuals gUMs in the Colombian population studied. So far the highest frequency of

gUMs observed among mestizo populations in Iberoamerica.

10



These facts underpinning it should keep in mind both interindividual and interpopulation
variability of genetic polymorphisms of CYP2D6 and the influence of these on the
extrapolated metabolic phenotype and the clinical implications of them. Present results should

be taken in to account of the clinical implementation on Personalized Medicine in Colombia.
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Introduccién

I. INTRODUCCION

1. DESCRIPCION ETNICA DE LA POBLACION COLOMBIANA

La poblacion colombiana se define como multiétnica y pluricultural. Estd constituida
principalmente por la mezcla de tres grupos étnicos: amerindios, caucasicos europeos
(principalmente espanoles) y africanos, a los que se sumaron importantes grupos de inmigrantes
provenientes de otros paises de Europa y de Oriente Medio. Segun el ultimo censo general de
poblacidn, se identifico como afrocolombiano al 10,62% de la poblacién, indigena el 3,43% y sin
pertenencia étnica especifica al 85.94% (Figura 1) (DANE, Censo General 2005).

Colombia tiene la particular caracteristica de ser uno de los paises con mayor niimero de etnias
(aproximadamente 84) desde el descubrimiento de América. Por tanto, es uno de los paises con
mayor diversidad humana y genética del subcontinente Suramericano, ya que fue paso obligado
de las migraciones humanas en el proceso de poblamiento de esta parte del planeta. Los
amerindios, los inmigrantes provenientes de Espafia y de Africa durante la época colonial son los

predecesores de la poblacion que se tiene actualmente en el pais.

Figura 1. Distribucién de la poblacién colombiana segtin origen étnico.

Rom
0,01% Afrocolombianos
10,62%

Indigena
3,43%

-

Sin pertenencia
étnica
85,94%

Fuente: DANE, Censo General 2005
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Introduccién

Durante los siglos XIX y XX, durante la época conocida como Republicana, migraron diferentes
grupos provenientes de Alemania, Italia y otros paises europeos, asi como de las Antillas. Entre los
flujos migratorios mas numerosos e importantes destaca la inmigracién drabe proveniente de
paises como Libano, Siria, Jordania y Palestina, que se instalaron en las zonas del norte del pais.
También llegaron a Colombia inmigrantes judios, procedentes principalmente de Polonia,
Lituania, Ucrania y Alemania (Astudillo, 2008). La ascendencia europea de los “blancos”
colombianos es en gran parte espanola.

Actualmente, los mestizos (poblacion sin pertenencia étnica) se hallan préacticamente en todo el
territorio colombiano y es el grupo mas numeroso del pais (DANE, Censo General 2005). Por
cuanto a la distribucion parental, el aporte europeo es casi exclusivo por parte paterna. En la
region Andina en Antioquia por ejemplo, se ha descrito que los haplogrupos del cromosoma Y
muestran una ascendencia via masculina 94% europea, 5% africana y 1% indigena y por el
contrario, los haplogrupos del ADN mitocondrial revelan una ascendencia por via materna 90%

indigena, 8% africana y 2% europea (Yunis, 2006).

La presente Tesis Doctoral pretende estudiar la poblaciéon mayoritaria de Colombia, actualmente
sin pertenencia étnica (86%) (Figura 1). Por tanto como se desarrollara en el capitulo de Materiales
y Métodos, la poblacion de estudio ha sido seleccionada en Bogotd, en sectores de la poblacion

mayoritariamente no constituidos por minorias, que no han sido incluidas en el estudio.
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Introduccién

2. FARMACOGENETICA DE LOS CITOCROMOS P450

2.1. Variabilidad en el metabolismo de farmacos

2.1.1. Variabilidad en la respuesta a los farmacos

Existen diferencias interindividuales e interétnicas en la respuesta a los farmacos. La
administracion de la misma dosis produce el efecto esperado en la mayor parte de los pacientes,
pero en algunos resulta ineficaz y en otros produce toxicidad. Estas diferencias individuales han
sido también observadas entre diferentes grupos étnicos, lo que puede explicarse por la existencia
de diferencias poblacionales en la frecuencia de polimorfismos de relevancia farmacogenética. Esto
implica que las pautas y recomendaciones desarrolladas para una poblacion no son
necesariamente las mas adecuadas para otras (Bertilson y cols., 1992; 1995).

Entre los factores que estan implicados en la respuesta al tratamiento farmacoldgico y observadas
frecuentemente en la practica clinica se encuentran factores genéticos, fisioldgicos (edad,
embarazo, hdbitos dietéticos, ingesta de alcohol o el hdbito de fumar), o patologicos (alteraciones
de la funcién renal y/o hepatica); asi como también, el propio tratamiento puede causar diferencias
debido a las interacciones entre farmacos administrados simultdneamente (LLerena y cols., 1996).
La farmacogenética es el area de la farmacologia que se ocupa del estudio de la influencia de
factores genéticos en la respuesta a los fdrmacos, drea en la que se enmarca la presente Tesis
Doctoral. La influencia de los polimorfismos genéticos en la variabilidad de la respuesta
terapéutica puede deberse tanto al mecanismo de accién de los farmacos (farmacodinamia) como
de los procesos farmacocinéticos (absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién). En el
presente estudio se analizard uno de los factores mas importantes en la variabilidad, el
metabolismo mediado por el sistema del citocromo P450, responsable en gran medida del

metabolismo en Fase I.
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Introduccién

Cuando los farmacos penetran en el organismo, la mayoria de ellos son transformados parcial o
totalmente en otras sustancias, y solo una minoria no sufren transformacion alguna y son
excretados sin modificar. Las reacciones involucradas en el proceso de metabolizacion de farmacos
son multiples y diversas, y en general pueden considerarse que tienen lugar en dos etapas: las

Fases 1y II (Flores, 1997).

2.1.2. Reacciones de Fase I y 11

Las reacciones de Fase I o de funcionalizacion consisten en reacciones de oxidacion y reduccion, que
alteran o producen nuevos grupos funcionales. En estas reacciones se introducen grupos
funcionales como hidroxilo, amino o carboxilo (-OH, -NH2 —-COQOH). Con estos cambios los
productos resultantes tienden a ser compuestos polares, hidrosolubles y, por lo tanto, mas
facilmente expulsables por la orina y por la bilis. Las reacciones metabdlicas de oxidacion son la
via méas comun de transformacién en el organismo para la eliminacion de farmacos y otros
quimicos ambientales, y la mayor parte de ellas son catalizadas por el sistema de hemoproteinas
del citocromo P450 (CYP). Estas enzimas participan en la eliminacién de xenobidticos (farmacos,
carcinogenos, pesticidas, etc.) y en la transformacion de sustancias enddgenas (esteroides, sales
biliares, vitaminas liposolubles A y D, alcaloides enddgenos, etc.) (Flores, 1997).

Las reacciones de Fase II son basicamente reacciones de conjugacion, que normalmente inactivan el
farmaco. En términos generales estas reacciones actiian sobre un grupo reactivo introducido en las
reacciones de fase I, adicionando un sustituyente mayor como un grupo glucurénico, un sulfato o
un acetilo, que disminuyen la liposolubilidad y favorecen por tanto la eliminacion renal o biliar.
Como resultado de la conjugacion se aumenta el tamafio y polaridad de la molécula, y se inactiva,

en la mayoria de los casos el farmaco, para facilitar su excreciéon (Flores, 1997).
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Introduccién

2.1.3. Variabilidad interindividual en el nivel plasmadtico de farmacos y metabolitos

Un farmaco puede ser transformado simultdneamente en varios sitios del organismo, o bien sufrir
diversas transformaciones en sucesivos pasos a través del higado. Como resultado, es frecuente
que un farmaco origine un numero elevado de metabolitos; unos pueden ser inactivos, otros
activos desde un punto de vista terapéutico y otros activos desde un punto de vista tdxico
(carcinogeno, teratdgeno o toxico). En el caso de los farmacos, la variabilidad en el metabolismo
oxidativo, especificamente del sistema enzimatico CYP, puede ser en gran parte la causa de las
diferencias interindividuales en la diversidad de metabolitos y la concentracion de cada uno de
ellos (Dahl y Bertilsson, 1993; LLerena y cols., 1996).

La capacidad metabdlica de muchos CYPs varia de individuo en individuo, dependiendo
principalmente de su constitucion genética. Esta descrita la existencia de individuos con variantes
alélicas inactivas que da lugar a una incapacidad metabolica por falta o por sintesis anormal de
una enzima. Estos son denominados Metabolizadores Lentos (MLs), mientras que el resto se
denominan Metabolizadores Rapidos (MRs). En ese grupo puede distinguirse un grupo que tienen
una capacidad metabdlica atin mayor y se les denominan Metabolizadores Ultrarrapidos (MUs).
La presencia de diferentes frecuencias de variantes alélicas en diferentes grupos étnicos, junto a la
potencial influencia de factores ambientales podria explicar la variabilidad poblacional observada
en la respuesta a los farmacos. En el presente estudio se analizan las frecuencias de variantes
alélicas de uno de los citocromos P450 mas relevantes en la poblaciéon colombiana para determinar

su potencial singularidad.

2.2. Caracteristicas generales de los citocromos P450
El término citocromo P450 (CYP) denomina a un grupo de hemoproteinas que en su mayor parte

son monooxigenasas, denominadas oxidasas de funcion mixta. Las enzimas CYP son oxigenasas
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Introduccién

ya que utilizan una molécula de O2, pero solo emplearan un atomo para la oxidacion del sustrato,
mientras que el otro sera reducido para formar agua. Las enzimas CYP tienen un requerimiento
absoluto de NADPH y de oxigeno molecular para la catdlisis de la monooxigenacion. Los
electrones necesarios para activar al oxigeno pasan del NADPH a las enzimas CYP a través de la
accion de la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa (Omura, 1999).

Filogenéticamente, estas enzimas se encuentran presentes desde bacterias hasta humanos,
exhibiendo un elevado nivel de conservacidon estructural y funcional. Este sistema CYP es
fundamentalmente activo en el higado, aunque también se halla en menor proporcién en otros
organos, como rindn, pulmon, intestino, corteza adrenal, placenta, glandulas suprarrenales y otros
tejidos. Se encuentra presente en la mitocondria y en diversos tipos de membranas celulares,
siendo particularmente abundante en el reticulo endopldsmico liso (microsomas) (Ding y
Kaminsky, 2003).

Las enzimas de la superfamilia CYP catalizan alrededor de 40 tipos de reacciones quimicas,
principalmente epoxidaciones, N-desalquilaciones, O-desalquilaciones, S-oxidaciones e hidroxilaciones de
sustratos aromaticos y alifaticos y, dependiendo de la disponibilidad de oxigeno en el tejido,
reacciones de reduccion (Lewis, 2001; Guengerich, 2001).

Las enzimas CYP se caracterizan por una gran versatilidad para metabolizar sustratos tanto de
naturaleza exdgena (p. ej., farmacos, pesticidas, procarcindgenos, solventes organicos, anestésicos,
como endogena de importancia bioldgica (p. ej., colesterol, acidos biliares, hormonas esteroidales,
acidos grasos y las vitaminas liposolubles A y D) (Capdevilla y cols., 2002).

Algunas de las enzimas CYP son facilmente inducibles, incluso por los mismos farmacos a ser
biotransformados, lo que tiene consecuencias clinicas importantes, puesto que aproximadamente
el 50% de los farmacos que utilizados en farmacologia humana son metabolizados por estas

enzimas (Ingelman-Sundberg, 2001). Ademas, su expresion celular y actividad estan reguladas por
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factores de transcripcion que se activan durante la exposicion a varios compuestos quimicos. Otros
factores que ejercen su influencia son la edad, el sexo, la dieta, el estado hormonal, entre otros
(Ingelman-Sundberg, 2001).

Las proteinas del CYP se clasifican de modo sistematico en base a la homologia estructural de su
secuencia de aminoacidos, deducida a partir de sus correspondientes ADN complementarios. Se
ha propuesto una nomenclatura que clasifica a las enzimas en familias y subfamilias (Nebert y
Rusell, 2002; Nebert y Gonzalez (1987). Las familias son designadas por la abreviatura CYP para el
citocromo P450, seguidas por un numero arabigo. Los miembros de una familia particular
comparten un 40% o mas de homologia en su secuencia de aminoacidos (p.ej. CYP2A6 y CYP2B6
son enzimas que pertenecen a la familia 2). Las isoformas con mas del 55% de identidad son
incluidas en la misma subfamilia, que es designada por una letra maytscula y a las enzimas
individuales se les asigna un nimero arbitrario especifico. La secuencia del alelo mas frecuente se
le asigna *1, mientras que las otras variantes alélicas son designadas por un asterisco seguido por
otro numero arabigo (Van Der Weide y Steijns, 1999; Nebert y cols., 1989; 1991).

Cada enzima CYP es codificada por un gen. Se han descrito mas de 160 genes de CYP diferentes en
eucariontes. En humanos hay 57 genes CYP y 33 pseudogenes incluidos dentro de 18 familias y 42
subfamilias, de los cuales, solo tres familias de enzimas (CYP1, CYP2 y CYP3) parecen tener una
contribucién relevante en el metabolismo de farmacos y de xenobioticos (Nebert y Rusell, 2002;
Gonzalez, 1992).

De las enzimas CYP humanas caracterizadas, se ha reportado que presentan una gran variabilidad
interindividual en su actividad catalitica ocho formas de CYP (CYP1A1, 1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6,
2E1, 3A4 y 3A5) las cuales son polimdrficas en su fenotipo, genotipo o ambos (Daly y cols., 1994;

Pelkonen y Raunio, 1997).
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3. CITOCROMO P450 2D6 (CYP2D6)

3.1. Polimorfismo metabolico de CYP2D6

La isoenzima CYP2D6 representa del 2 al 6% del contenido de CYP hepatico total de las enzimas
CYP450 (Shimada y cols., 1994). También se encuentra en menor cantidad en diferentes tejidos
extrahepaticos como intestino, rifidn, placenta, mama, pulmones, y cerebro (Zanger y cols., 2004;
Smith y cols., 1998).

CYP2D6 es una de las enzimas mas estudiadas, debido a que metaboliza alrededor del 25 % de los
farmacos prescritos y a la gran variacion interindividual de su actividad enzimatica. Aunque se
expresa en niveles mas bajos si se compara con otras enzimas CYP humanas, esta enzima es de
gran importancia, considerando el nimero de reacciones metabolicas que cataliza (Kalow, 1992).
Ademas, cataliza la biotransformacion oxidativa de pesticidas organofosforados como el paration
y el diazinén (Sams y cols., 2000), y contribuye en la activacion de una nitrosamina especifica del
humo del tabaco, que es considerada como un potente carcindgeno (Crespi y cols., 1991).

Los farmacos en cuyo metabolismo participa CYP2D6 tienen la particularidad de ser lipofilicos,
alcaloides y de tener una o mas bases nitrogenadas (Fonne- Pfister y Meyer, 1990; McPhail y cols.,
2012). El atomo de nitrégeno del sustrato se une al acido aspartico de CYP2D6, y la oxidacion del
sustrato ocurre a una distancia de 5-7 A del 4tomo de nitrégeno (Ingelman-Sundberg, 2005).

El citocromo CYP2D6 esta implicado en el metabolismo de farmacos de gran relevancia en la
practica clinica, tanto por la frecuencia de su uso como por la importancia de sus efectos
terapéuticos y/o sus potenciales reacciones adversas. Entre ellos se encuentran antipsicoticos y
antidepresivos, B-bloqueantes, agentes antiarritmicos, opidceos y antiestrégenos (Gonzalez, 2006;

LLerena y cols., 2014) (Tabla I).
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Tabla I. Algunos farmacos cuyo metabolismo es catalizado por CYP2D6.

Clorpromazina Amitriptilina Bisoprolol Codeina Debrisoquina
Haloperidol Clomipramina Metoprolol Dextrometorfano | Esparteina
Risperidona Imipramina Timolol Tramadol Metadona
Tioridacina Desipramina Propanolol Hidrocodona Metanfetamina
Zuclopentixol Nortriptilina Alprenolol Etilmorfina Cinarizina
Perfenazina Fluoxetina Carvedilol Norcodeina Prometazina
Levomepromazina | Paroxetina Bupranolol Oxicodona Tamoxifeno
Clozapina Velanfaxina Fenformina
Olanzapina Citalopram Dolasetrén
Aripiprazol Mianserina Dexfenfluramina
Mirtazapina Nicergolina

El polimorfismo metabdlico de CYP2D6 es de los mas estudiados entre las enzimas CYPs. En los
anos 70 dos grupos de investigadores encontraron de forma independiente diferencias
significativas en el metabolismo de fdrmacos mediado por esta enzima, demostrando la existencia
de diferentes fenotipos metabolicos. Los estudios de los farmacos debrisoquina (Mahgoub y cols.,
1977) y esparteina (Eichelbaum y cols., 1979) pudieron identificar existencia de polimorfismo
metabolico. Pudo demostrarse la existencia de individuos con una capacidad de eliminacion
disminuida, los denominados portadores del fenotipo metabolizador lento (del inglés poor
metabolizer: PM), mientras que el resto serian los poseedores del fenotipo metabolizador rapido (del
inglés extensive metabolizer: EM) (Kalow, 1992; Van der Weide y Steijns, 1999). Ambos términos
parecen los mas adecuados en idioma espafiol para definir los términos ingleses “poor” y “extensive
metabolizer” (LLerena, 1988). También se ha logrado describir en determinadas poblaciones la
existencia de individuos con una capacidad de eliminaciéon muy rapida, una capacidad metabdlica
que se ha denominado ultrarrdpida (del inglés ultrarapid metabolizer: UM).

Mahgoub y cols. (1977) estudiaron el metabolismo de debrisoquina, un farmaco antihipertensivo.
En el transcurso de la investigacion, uno de los voluntarios sufrid una respuesta hipotensora

mucho mas pronunciada que el resto, hecho clinico que sugiri6 la existencia de polimorfismo, y
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generd el nombre de "slow" o "poor" metabolizadores lentos para este grupo de individuos, y por
ultimo, indujo que el primer nombre de esta enzima fue el de "debrisoquina hidroxilasa".
Simultaneamente, Eichelbaum y cols. (1979; 1982; 1987) estudiaron el metabolismo de esparteina
un antiarritmico, y observaron un aumento de la incidencia de reacciones adversas en algunos
pacientes tratados con este farmaco. Este aumento de la toxicidad también se asocid a una
disminucion de la oxidacién del farmaco en la reaccion enzimatica de la N1-oxidacion, lo que
determinaba, un aumento inesperado de la concentracion plasmatica (Eichelbaum y cols., 1979).
Posteriormente fue establecida una herencia autosémica recesiva para el fenotipo de metabolismo
lento a partir de estudios familiares (Evans y cols., 1980).

Finalmente se demostré6 que los polimorfismos metabdlicos de los farmacos debrisoquina y
esparteina tenian sus bases en el polimorfismo genético comtin en la enzima CYP2D6 (Eichelbaum
y cols., 1982). Este polimorfismo sustenta la existencia de dos fenotipos metabdlicos: lento y rapido,
clasificando a los individuos como MLs y MRs, respectivamente. La determinacion de estos

fenotipos con un farmaco test se expone a continuacion.

3.1.1. Determinacion del fenotipo metabdlico de CYP2D6

La actividad catalitica de una enzima CYP puede ser determinada por una prueba mediante el
empleo de un farmaco test. En esta prueba se mide la capacidad metabdlica de la enzima,
utilizando un farmaco especificamente metabolizado por la enzima CYP a evaluar. Dicha prueba
consiste en la administracion de una sola dosis de un farmaco test a un individuo, posteriormente
se determinan las concentraciones del farmaco y su metabolito ya sea en plasma u orina (De
Andrés y cols., 2013; 2014).

La evaluacion de la capacidad metabdlica se realiza mediante el calculo del indice metabdlico (IM),

que suele definirse como: [IM = Concentracién dosis excretada como farmaco test/ como
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metabolito principal producido por la enzima en evaluacion]. La representacion de un histograma
de frecuencias del IM permite determinar la existencia de una distribucion bimodal, con la
definicion de una antimoda que separa los grupos poblacionales segtin fenotipo metabdlico (MLs,
MRs) (Jackson y cols., 1986; Tucker y cols., 1986).

La determinacion de la capacidad metabdlica de CYP2D6 se ha desarrollado mediante la
evaluacion de diferentes farmacos-test, tales como debrisoquina, esparteina, dextrometorfano, y
metoprolol, entre otros (Henthorn y cols., 1989; Alvan y cols., 1990; Llerena 1988; LLerena y cols.,
1996). La prueba mas utilizada es el andlisis del fenotipo metabolico de la 4-hidroxilacién de
debrisoquina. En esta prueba, se calcula el IM urinario a partir del cociente entre el porcentaje de
farmaco (DBQ) y de su metabolito (4-OH DBQ) recuperados en orina. La representacion de la
frecuencia de intervalos del IM permite diferenciar a los distintos tipos metabolicos (Figura 2). Este
fue el método utilizado para describir la distribucion de los fenotipos metabodlicos del CYP2D6 en
la poblacion britanica (Mahgoub y cols., 1977; Evans y cols., 1980) y en la espanola (Cobaleda, 1988;
Llerena, 1988; LLerena y cols., 1989; Benitez y cols., 1989).

Como se ha referido, la distribuciéon que presenta este IM en voluntarios sanos es bimodal,
habiéndose calculado en poblacién Caucasica la antimoda -separacion entre grupos poblacionales-
en 1.1 (log10) (Evans y cols., 1980). En funcion de este paradmetro, los individuos con un IM mayor
o igual a 1.1 (Figura 2), son clasificados como MLs, mientras que el resto son los considerados
MR:s.

Posteriormente, pudo describirse la existencia de polimorfismo en el gen que codifica la enzima, y
pudieron determinarse las bases moleculares de los fenotipos MLs y MRs (Daly y cols.; 1990),

como se expone en apartados siguientes.
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3.1.2 Variabilidad interétnica en el fenotipo CYP2D6: estudios de poblaciones

La frecuencia de los fenotipos metabolicos presenta variabilidad interétnica (Johansson y cols.,
1991). Los estudios iniciales se realizaron en poblaciones blancas europeas habiéndose calculado
una frecuencia del fenotipo ML entre el 5 y 10% (Alvan y cols., 1990). Al estudio inicial de
Mahgoub y cols. (1977) en la poblacion britanica y alemana (Eichelbaum y cols., 1979) le siguieron
otros muchos trabajos en poblaciones para determinar, principalmente, la frecuencia de individuos
MLs en cada poblacion (Neafsey y cols., 2009), incluyendo por primera vez la poblaciéon espafiola
(LLerena, 1988), en la Figura 2 pudo calcularse la antimoda para separar los MLs, y se observo un
grupo definido entonces como muy rapido (a efectos de célculo se incluyeron aquellos con un IM
menor a 1. Posteriormente pudo explicarse las bases moleculares de este hecho observado por
primera vez en la poblacion espafiola, los UMs. En la revision de todos los trabajos publicados se
ha demostrado que las frecuencias tanto fenotipos como genotipos varian ampliamente entre

poblaciones del mundo (LLerena y cols., 2014b) e hispanas (LLerena y cols., 2014a),

Figura 2. Distribucion del IM de debrisoquina respecto a su metabolito principal (DBQ/4-OH-
DBQ) (log10) en 633 voluntarios sanos espafioles (LLerena, 1988).
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3.2. Polimorfismo genético del gen CYP2D6

3.2.1 Estructura molecular del CYP2D6

Se identific el gen que codifica la inicialmente llamada “debrisoquina hidroxilasa” en el brazo
largo del cromosoma 22 y lo asociaron con el factor sanguineo P1 (Eichelbaum y cols., 1987).
Independientemente, otro grupo (Gonzalez y cols., 1988a), a partir del ADNc humano del CYP2D6,
y células somaticas hibridas de raton-humano y hamster-humano localizaron el locus CYP2D6
(Gonzélez y cols., 1988a). Posteriormente, el gen CYP2D6 fue clonado y secuenciado, describiendo
que se compone de 9 exones distribuidos en 4378 bp de ADN (Kimura y cols., 1989). Los 9 exones

son tipicos de otros genes de la familia CYP2 (Gonzalez, 1988b) (Figura 3).

Figura 3. Locus CYP2D en el cromosoma 22 (adaptada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1565).

Cromosoma 22

q13.31

p13
P12
P11.2
P11.1
q11.1
q11.21
q11.22
q11.23
ql12.1
q12.2
q12.3
q13.1
q13.32
q13.33

-I-q132

CYP2D6 YP2D7 < ZCYPZDB‘

3

|
o —H—348—8 Exones
1 2 34 567 89

El gen CYP2D6 se localiza en el fragmento 22q13.1 en el brazo largo del cromosoma 22 (Zanger y
cols., 2004). El locus CYP2D esta localizado en una region de aproximadamente 45 Kilobases (Kb) y
esta conformado por tres genes: CYP2D6 y dos pseudogenes altamente homologos a este, CYP2D7

y CYP2D8, con una similitud del 82 al 97% en su secuencia, tanto a nivel de los exones como de los
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intrones (Figura 3; Kimura y cols., 1989). Los genes CYP2D contienen 9 exones y 8 intrones (Meyer
y Zanger, 1997). Los estudios de los genes CYP2D apoyan la ubicaciéon de CYP2D6 a nivel 3' de
CYP2D8 y CYP2D7 (Kimura y cols., 1989). Estos se alinean en tandem "rio arriba" del CYP2De,
cabeza a cola y estan separados por un ADN intergénico de 4665 bp (Figura 4). El pseudogén
CYP2D7 esta localizado en posicion 3" de CYP2DS8P y este ultimo se localiza 4666 bp rio arriba de
CYP2D7, se extiende por 5267 bp y contiene 9 exones (Kimura y cols., 1989; Gonzalez y Meyer,

1991; Heim y Meyer, 1990; 1991; 1992; Koch, 2004).

Figura 4. Esquema del gen CYP2D6 y pseudogenes (adaptado de Koch, 2004).
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2 Espaciador 3
1.6kb

Las similitudes entre los nucledtidos de CYP2D6 y CYP2D7 se extienden por cientos de bp tanto en
direccion 3" como 5, mientras que las similitudes entre los nucledtidos de CYP2D6 y CYP2D8 se
extienden solo en posicion 5” del primer exdn y casi precisamente al final del codén de terminacion
en sus 9 exones. Esto sugiere que los eventos de duplicacion génica que dieron origen a CYP2D6 y
CYP2D7 involucran a ADN intragénico tanto de la zona 5'como de la 3’, mientras que los que
dieron origen a CYP2DS8P involucraron solamente al gen estructural y una pequefia porcion de
ADN en posiciéon 5, incluyendo la caja TATA. Si bien CYP2D7 es mas similar a CYP2D6 que a
CYP2DS, su secuencia codificante contiene una mutacion que lo inactiva -la insercion (T138) en el
primer exén- que provoca un cambio del marco de lectura y una terminacion prematura de la

traduccion (Kimura y cols., 1989).
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El gen CYP2D6 muestra una similitud de aminoacidos, génicamente deducida, del 97% y del 92%
con CYP2D7 y CYP2DS, respectivamente. Es interesante que ciertos segmentos de secuencia entre
CYP2D7 y CYP2D8 sean mas similares entre si que a CYP2D6; por ejemplo, los residuos 166-168
son DQA (acido aspartico, glutamina, alanina) en CYP2D7 y CYP2D8 y son NHS (aspargina,
histidina, serina) en CYP2D6. Los residuos 478-481 codificarian para SRVV (serina, arginina,
valina) en los dos pseudogenes y para HGVF (histidina, glicina, valina, fenilalanina) en el
otrCYP2D6 (Kimura y cols., 1989). Estos datos sugieren que un mecanismo de conversion génica
ha ocurrido entre CYP2D7 y CYP2DS, subsecuente a la formacion de CYP2D6 y CYP2D7 por un

evento de duplicacion génica, que ocurren también en otros genes CYPs (Kimura y cols., 1989).

3.2.2. Variantes alélicas del CYP2D6
El gen CYP2D6 es extremadamente polimdrfico. En la actualidad han sido descritas mas de 100
variantes y subvariantes alélicas (www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm). Estas variantes alélicas (Tabla
II) pueden dar lugar a proteinas con una baja actividad enzimatica (CYP2D6%10, *17, *41) o a
isoenzimas que carecen totalmente de funcionalidad (CYP2D67*3, *4, *5, *6). (Gaedigk y cols., 1999;
LLerena y cols., 2012; 2014a; 2014b).

Tabla IL Principales variantes alélicas del CYP2D6 segtn su actividad funcional.

*9, *10, *17, *29, *41, *49, | *1, *2, *27, *33, *35,"39, | *3, *4, *5, *6, *7, *8, *11-*16, *18-*21, *31,
*50, *54,*55, *59, *69, *72 *48, *53 *36, *38, 40, *42, *44, *47,*51, *56, *57, *62
En negrita se destacan aquellos alelos mds frecuentes entre las distintas poblaciones y serdn los evaluados en el presente
estudio. Adaptado de http:/[www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm
Las variantes alélicas mas frecuentes en poblaciones caucasicas son: CYP2D6*1 (wt), CYP2D6*2 con
actividad normal; CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6 que carecen totalmente de
actividad y CYP2D6*10, CYP2D6*17 y CYP2D6%69 con actividad disminuida (Gaedigk y cols., 1999;

2009; LLerena y cols., 2014b) (Tabla III).
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Este gen también puede presentarse en multiplicidad de copias (CYP2D6*1xN, *2xN, *35xN, etc.).
Los individuos que presenten varias copias de alelos funcionales tendran un metabolismo a priori
aumentado, denomindndose metabolizadores ultrarrdpidos (URs) (Bertilsson y cols., 1993a) Las
duplicaciones o multiplicaciones de CYP2D6 consisten en la presencia dos o mas genes CYP2D6
completos en tandem en el mismo cromosoma. La frecuencia de estas multiplicaciones es variable,
por ejemplo, de en un 7% en la poblacidon espafiola (Llerena y cols., 2007; 2014a; 2014b), 29% en

etiopes (Aklillu y cols., 1996), y 20% en saudies (McLellan y cols., 1997).

Tabla III. Diferentes variantes alélicas del gen CYP2D6 y su relacién con la actividad enzimatica.

CYP2D6%*1 CYP2De6.1 Ninguno Ninguno Normal
CYP2D6*2 CYP2D6.2 Varios R296C; S486T Normal
CYP2D6xN CYP2Dé. -- N genes activos Incrementada
CYP2D6*3 CYP2D6.3 2549A>del Marco de lectura | Ninguna
CYP2D6*4 CYP2D6.4 1846G>A Splicing defect Ninguna
CYP2D6*5 CYP2D6.5 CYP2D6 del CYP2D6 del Ninguna
CYP2D6*6 CYP2D6.6 1707T>del Marco de lectura | Ninguna
CYP2D6*10 CYP2D6.10 100C>T P34S Disminuida
CYP2D6*17 CYP2D6.17 1023C>T T1071 Disminuida
CYP2D6*35 CYP2D6.35 -1584C>G; 31G>A | V1IM Ninguna
CYP2D6%*41 CYP2D6.41 2988G>A Splicing defect Disminuida
CYP2D6%*69 CYP2D6.69 100C>T; 2988G>A | Splicing defect Disminuida

Fuente: http://www.cypalleles.ki.se

Se han identificado otros arreglos con recombinacion entre CYP2D6 y CYP2D7 que resultan en
hibridos CYP2D7/CYP2D6. Ya sea en una configuracion simple o en tandem, los hibridos
CYP2D7/CYP2D6 que tienen su punto de intercambio mas alla del exon 1 de CYP2D7, (no
funcional por la inserciéon de una timina -T138- en el primer exén), determinan un cambio en el
marco de lectura y por lo tanto la traduccién genera una proteina truncada no funcional. Existen
varios mecanismos que generan cambios en el numero de copias de los genes y nuevas

combinaciones en los exones entre los diferentes genes por translocacion, inversion y/o delecién
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(Arneth y cols., 2009). Estos eventos serian los mecanismos a través de los cuales se forman los
hibridos CYP2D7/2D6: la delecién de la porcion 3' de CYP2D?7, la region intergénica y la porcion 5
de CYP2D6 resultando en una unidad de genes fusionados CYP2D7 y CYP2De.

También existen diferencias interétnicas en la frecuencia de alelos hibridos, de manera que la
mayoria de los sujetos portadores de genes hibridos o con hibridos en tandem pertenecen a
poblacion de origen caucasico. Se estima que la frecuencia de alelos hibridos simples es alrededor
del 0.1 al 1% en caucasicos y menor al 0.1% en afro-americanos (Gaedigk y cols., 2010).

En los individuos UMs se puede hipotetizar que puedan presentar una mayor expresion y en
consecuencia, una actividad metabolica mas alta (Bertilsson y cols., 1993). La multiplicacion del
CYP2D6 no es una mutacion infrecuente, siendo la frecuencia alrededor del 1% en suecos (Dahl y
cols., 1995) y del 4% en la poblacion espafiola (LLerena y cols., 2009; 201 2014a). En una muestra de
1011 personas de una poblacion sueca se identifico a una familia con tres individuos con un IM=

0.01-0.1, que portaban 12 genes CYP2D6 activos extra (Johansson y cols., 1993).

3.2.3. Fenotipos metabdlicos extrapolados CYP2D6

La determinacién del fenotipo metabdlico in vivo es la medida mas exacta de la actividad
metabdlica del CYP2D6 en un momento determinado (Eichelbaum y cols., 1979; Mahgoub y cols.,
1977; LLerena 1988). Sin embargo, se ha generalizado el uso de andlisis genéticos para la
prediccion del fenotipo, de tal forma que se ha generado una confusion al aceptar como sinénimos
el fenotipo evaluado con un farmaco-test con el fenotipo extrapolado de un analisis genético. En
una ultima revision se ha propuesto cambiar la terminologia anteponiendo la letra "m" para
aquellos fenotipos medidos con un farmaco test (mPMs, mEMs) respecto de aquellos fenotipos
extrapolados a partir de un andlisis molecular identificados con la letra "g" (gMLs, gMRs y

gMURs) (LLerena y cols., 2014b). El abaratamiento de los costes y la disponibilidad de plataformas
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de genotipado han facilitado el estudio de los genotipos, a partir de los cuales se generan
extrapolaciones del fenotipo. De esta manera, se ha postulado que es posible predecir la capacidad
metabolica del individuo a partir de la extrapolacion de los genes activos encontrados. Se ha
propuesto un sistema basado en la actividad enzimatica extrapolada de los alelos individuales de
CYP2D6, segun la cual, dicha extrapolacion de los datos obtenidos del genotipo a un fenotipo
metabolico se realiza con base en la clasificacion de las variantes alélicas segun su actividad
(Gaedigk y cols., 2008; LLerena y cols., 2012; 2014b). Siguiendo este criterio, se le asignaria una
puntuacion que variara, de acuerdo a si segun la actividad enzimatica es normal (1), disminuida
(0.5) o nula (0), que permite clasificar a los individuos como gML (metabolizadores lentos
genotipicos; puntuacion=0) gMR (metabolizadores radpidos genotipicos; puntuacion entre 0 y 2) y
gMUR (metabolizadores ultrarrdpidos genotipicos; puntuacion >2). Esta es la clasificacion mas

habitual y por tanto la que se utilizard en el presente trabajo.

4. VARIABILIDAD INTERETNICA DEL POLIMORFISMO GENETICO CYP2D6

4.1. Estudios de poblaciones del mundo

Se ha comprobado en diferentes estudios la existencia de variabilidad interétnica en la frecuencia
de variantes alélicas del CYP2D6 (Tablas IV-VIII). En poblaciones caucésicas europeas (Tabla IV) la
frecuencia de los alelos funcionales es alrededor del 71% mientras que los no funcionales que
representan alrededor del 26% de la variabilidad, principalmente por la variante CYP2D6*4 que se
encuentra con una frecuencia de alrededor del 20% en estas poblaciones (Bradford, 2002). Con base
en estos datos se ha justificado que la frecuencia de individuos MLs en poblaciones caucasicas
europeas es de 5-10% (Bradford, y cols., 1998), siendo portadores del alelo CYP2D6*4 el 75% de
estos MLs. La frecuencia de este alelo en las poblaciones europeas estudiadas se encuentra entre el

15-20%, excepto en la poblaciéon finlandesa donde se presenta con una frecuencia del 8.5%
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(Sistonen y cols., 2009). Otros alelos no funcionales frecuentes en las poblaciones europeas son los
alelos CYP2D6*5 (1-7%), CYP2D6*3 (1-2%) y CYP2D6*6 (alrededor del 1%, excepto en una
poblacion espafiola que se encontrd con una frecuencia del 6.7%) (Tabla IV). Los alelos *10 y *17
tienen una baja frecuencia en la poblacion caucasica europea, menor del 2% y 1% respectivamente.
Por el contrario, la frecuencia de alelos multiplicados es en general baja, menor del 2%, excepto en
un estudio de una poblacion espafiola que fue del 5.9%, si bien en este estudio no se evaluaron las

multiplicaciones de alelos no funcionales del CYP2D6 (Bernal y cols., 1999).

Tabla IV. Frecuencias alélicas (%) del CYP2D6 en poblaciones de Europa.

EUROPA

Alemania Alemanes 589 1 2.0120.720/09 | 15 - 2.0
Alemania Alemanes 1951019541 13| 2.0 0 1.6
Croacia Croatas 200 2.8 | 140 | 1.0 | 15| - - 2.0
Dinamarca Daneses 276 | 2.2 | 226 | - 2 - - -
Espana Espafioles 3271051851431 20 | 0.0 4.4
Espana Espafioles 10509138 33|09 19 - 42
Espafia Espafioles 1421 0 | 169 14|67 21 0 3.9
Finlandia Finlandeses 142 113 85 | <1 | <1 | <1 <1 4.6
Francia Franceses 672 118 189 |73 |14| 14 | 0.1 -
Francia Franceses 309102334/ - 19| - - -
Holanda Holandeses 76518 184 - 04| - - -
Italia Italianos 360 0.7 153 34|14/ - - 4.2
Polonia Polacos 300 | 1.3 | 23.0 | - - - - -
Rusia Rusos 290 1 1.0 1 182 24 |12 | 42 - 2.2

N= ntimero de individuos. Extraidas de Bradford (2002); Sistonen y cols. (2009); LLerena y cols. (2014b).

En poblaciones asiaticas, los alelos funcionales representan solo el 50% de la frecuencia alélica del
CYP2D6 (Tabla V), debido a que existe una mayor frecuencia de alelos con funcién reducida, como
el CYP2D6*10, que puede llegar hasta el 64.7% en algunas poblaciones (Garcia-Barcelo y cols.,
2000). Los alelos no funcionales tienen una menor frecuencia que en poblaciones caucasicas,

particularmente el alelo CYP2D6*4, con frecuencias menores del 1% en China y Japon, y
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frecuencias algo mayores, pero ain menores del 10%, en poblaciones malayas, indias o israelitas
(Tabla V). Esto da lugar, en general, a un metabolismo mas lento en estas poblaciones en relacion a

las caucasicas, debido a la alta frecuencia de estos alelos con actividad disminuida.

Tabla V. Frecuencias alélicas (%) del CYP2D6 en poblaciones de Asia.

ASIA

Arabia Saudita | Saudies 1001 0 | 35 10| 0 | 3.0 | 3.0 104
China Chinos 119 | - 0 |46 - 647 - -
India Tamil 106 | 0 | 66 09| - 203 - -
Israel Israelies 161 | 1.0 | 94 | 24| - | 76 | 43 5.0
Japon Japoneses 206 0 | 02 45| - | 381 0 1.0
Japon Japoneses 9% 0|05 61 - |408 O 0
Japon Japoneses 162 0 | 00 |62| - 386 O -
Malasia Malayos 107 - | 28 | 51| - 495 05 0.9
Turquia Turcos 404 0 | 1131407 6.0 | 1.1 5.5

N= ntmero de individuos. Extraidas de Bradford (2002); Sistonen y cols. (2009); LLerena y cols. (2014b).

En poblaciones africanas y afro-americanas los alelos funcionales también tienen una menor
frecuencia, contribuyendo con alrededor del 50% a la variabilidad alélica (Tabla VI). Ambas
poblaciones tienen una mayor frecuencia de alelos con funcién reducida, principalmente el
CYP2D6*17, que presenta una frecuencia de entre el 17% y 34% a excepcion de la poblacién de
Etiopia, que tiene una frecuencia mas baja, alrededor del 9%.

Para el alelo CYP2D6*10 ocurre lo contrario, las poblaciones africanas tienen una frecuencia mas
baja (menor del 5.6%) y la poblacion etiope presenta una frecuencia mayor (8.6%). En cuanto a los
alelos multiplicados las frecuencias son bajas en las poblaciones africanas (menor del 3.3%) y
mayores para la poblacion de Etiopia (16%). Se propone que estas diferencias se deberian a una
mayor inmigracion asiatica en Etiopia (Bradford, 2002). Los alelos no funcionales (CYP2D6*3, *4,
*5, *6) presentan también una menor frecuencia en estas poblaciones en comparacién con las

poblaciones caucasicas. La mayor frecuencia de alelos de funcionalidad reducida (alrededor del
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35% de los alelos CYP2D6), la menor frecuencia de alelos multiplicados, y posiblemente otras
variantes, pueden desempenar un papel importante en la variabilidad del fenotipo metabdlico

CYP2D6 en poblaciones africanas (Tabla VI).

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

AFRICA

Etiopia Etiopes 1221 0 | 1.2 |33 - | 86 | 9.0 16.0
Gabon Gaboneses 154 | 0 0 |07| - | 00 |24.0 -
Ghana Ghaneses 19310370 |06 0 | 31 |27.7 1.6
Tanzania Tanzanos 106 | O 09 |61 0 3.8 | 17.0 3.3
Tanzania Tanzanos 106 | 05| 14 | 33| - - 20.3 -
Zimbabue Zimbabuenses 80 | 0 | 25 | 38| - | 56 |34.0 2.5

N= ntmero de individuos. Extraidas de Bradford (2002); Sistonen y cols. (2009); LLerena y cols. (2014b).

En poblaciones de Norteamérica existe también una gran variabilidad en las frecuencias alélicas
del CYP2D6 (Tabla VII). Las poblaciones afro-americanas tienen una frecuencia del 51% para alelos
funcionales y del 48.7% para alelos no funcionales y de actividad disminuida. La frecuencia de
alelos no funcionales (CYP2D6*3, *4, *5, *6) es similar en todas las poblaciones estudiadas, entre un
12% y un 15%, algo mayor que el promedio de poblaciones africanas, que es inferior al 7%. Al
igual que las poblaciones africanas el alelo CYP2D6*17 tiene una alta frecuencia (entre el 14% y el
26%) y se observa una frecuencia similar para alelos multiplicados (Tabla VII).

En poblacién caucasica norteamericana las frecuencias alélicas calculadas coinciden con datos
previos publicados en poblaciones caucasicas europea, observandose que la variante mas frecuente
en este grupo poblacional es la *4 y la variante *17 estd practicamente ausente en la totalidad de
poblaciones caucésicas estudiadas. Por otro lado, en poblaciones Inuits del norte de Canada se
observa una baja frecuencia de los alelos CYP2D6*4 y *10, en comparacion con la poblacion

asiatica. Una poblacion Judia Ashkenazi de Estados Unidos present6 una frecuencia alélica similar
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a otras poblaciones caucasicas en Norte Ameérica para los alelos no funcionales y de funcion

reducida, pero una frecuencia mayor (4.8%) para los alelos multiplicados (Tabla VII).

Tabla VII. Frecuencias alélicas (%) de CYP2D6 en poblaciones de América del Norte.

AMERICA del Norte

Canada Inuit 152 0 | 75 | - 0| 22 - -
EE.UU. Caucasicos 208 1 1.0/175 38|10 19 | 0.2 0.9
EE.UU. Caucasicos 143 1 14 199 | 21| - 8.0 | 0.3 1.4
EE.UU. Caucasicos 206 | 1.0 | 209 | 2.7 | 09 | 0.7 0 2.0
EE.UU. Afroamericanos 127 102 | 85 | 6.0 | - - - -
EE.UU. Afroamericanos 246 1 06| 73 | 69| - 4.0 | 26.0 24
EE.UU. Afroamericanos 154 1 03| 78 62| - 75 | 14.6 1.9
EE.UU. Afroamericanos | 251 | 0.2 | 54 | 6.6 |04 3.6 |21.3 3.8
EE.UU. Judios Ashkenazi | 250 | 0.8 | 22 | 0.8 02| 62 | 0.8 4.8

N= ntmero de individuos. Extraidas de Bradford (2002); Sistonen y cols. (2009); LLerena y cols. (2014b).

4.2. Estudios en Iberoamérica

4.2.1. Diferencias en frecuencias de variantes alélicas en poblaciones iberoamericanas

En poblaciones latinoamericanas, también se ha descrito una amplia variabilidad en las frecuencias
de alelos CYP2D6. El factor determinante de esta variabilidad es el origen étnico de la muestra, y
su contribucion amerindia, caucasica o africana (Tabla VIII).

La frecuencia de alelos no funcionales (CYP2D63, *4, *5, *6) es similar en las poblaciones
iberoamericanas estudiadas, excepto en la poblaciéon Tepehuana mexicana (Sosa-Macias y cols.,
2006) y Mapuche chilena (Munoz y cols., 1998) que tienen las frecuencias mas bajas de estos alelos
(0.6% y 7.8%, respectivamente).

Entre las variantes no funcionales, CYP2D6*4 es la mas frecuente, siendo esta de hasta el 21.5%
observado en una poblacion brasilefia de origen caucasico (Maciel y cols., 2009), sin contar el 42.5%
encontrado en un grupo de 40 individuos Bari de Venezuela (Griman y cols., 2009; 2012). El alelo

CYP2D6*4 se considera originario de poblaciones caucdasicas europeas (con una frecuencia del
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11.6% al 20.7%) (Sachse y cols., 1997; Bradford, 2002) y se habria introducido a América Latina por
introgresion génica europea (Mufoz y cols., 1998) (Tabla VIII).

El alelo CYP2D6*3 no se ha encontrado en las poblaciones nativas de Iberoamérica estudiadas
hasta la fecha, posiblemente porque este alelo se encuentra también con una baja frecuencia en
poblaciones asiaticas (Sachse y cols., 1997; Bradford, 2002).

Por otro lado, los alelos CYP2D6*6 (1.8%, Saxena y cols., 1994), CYP2D6*8 (0.3%, Sachse y cols.,
1997), CYP2D6*12 (0.3%, Marez y cols., 1997), y CYP2D6*15 (0.08%, Sachse y cols., 1997) son poco
frecuentes tanto en poblaciones europeas como en poblaciones nativas americanas. Se ha sugerido
que en las poblaciones nativas estudiadas la influencia caucasica en la mezcla genética es baja, al
igual que las frecuencias de las variantes alélicas en estas poblaciones ya existian en las
poblaciones ancestrales Siberianas o Beringianas de quienes descienden las poblaciones nativas
americanas y que las frecuencias dependen de la deriva genética que ocurrié probablemente
durante la colonizacion del continente (Bailliet y cols., 2007) (Tabla VIII).

Entre las variantes de funcion disminuida, la frecuencia del alelo CYP2D6*10 presenta una gran
variacion con un rango de entre 0 al 17.5%, y se observa mads frecuentemente que el otro alelo de
actividad disminuida CYP2D6*17.

La frecuencia de la variante alélica CYP2D6*17 depende de la presencia de poblacion
afrodescendiente en la poblaciéon estudiada, con un rango entre 0% en poblacion nicaragiiense
mestiza y el 10.2% en poblaciéon cubana mestiza (Llerena y cols., 2012). Ademas, el alelo con
actividad disminuida CYP2D6*41 ha sido estudiado en unas pocas poblaciones iberoamericanas
(Luo y cols., 2005; Casner y cols., 2005; Sosa-Macias y cols., 2010; Dorado y cols., 2012; Céspedes-
Garro y cols., 2014; Lépez y cols., 2014), en las que se ha encontrado con una frecuencia entre el
22% y el 9.5%, estando ausente en dos poblaciones mexicanas mestizas (Casner y cols., 2005;

Lopez y cols., 2014).
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La duplicacion/multiplicacion de los alelos CYP2D6*1 o CYP2D6*2 (metabolismo ultrarrapido) se
han identificado en algunas poblaciones latinoamericanas. Se ha reportado una frecuencia del 5.6%
en la poblacion de América Central (Sistonen y cols., 2009) similar a la reportada de la poblacién
espanola del 5% (Llerena y cols., 2007) y mas alta que en la poblacion mixta (mestiza) de América
del Sur (2.9%) (Sistonen y cols., 2009). La frecuencia de individuos con alelos multiplicados mas
elevada se observa en la poblacion general mexicana, alrededor del 12.8% (Lopez y cols., 2005). Sin
embargo, hay pocos estudios en el resto de la poblacion latinoamericana y no se ha demostrado
que la multiplicacion sea del alelo activo (Tabla VIII). En la Tabla VIII se recogen todos los estudios
hechos hasta la fecha en poblaciones de América Latina, hispanos de Norteamérica, Espafia y

Portugal, poblaciones que comparten un ancestro comun.

4.2.2. Frecuencias de fenotipos metabdlicos extrapolados en poblaciones iberoamericanas

Con base en los estudios genotipicos, se ha descrito una frecuencia variable de fenotipos
metabolicos extrapolados lentos (gMLs) y ultrarrdpidos (gMURs) en las poblaciones
iberoamericanas (LLerena y cols., 2014b; Cespedes-Garro y cols., 2014). La mayor frecuencia de
individuos MLs se describi6 en la poblacion brasilefia, tanto en la que tiene ascendencia africana
como europea (13.2% y 16.8%, respectivamente) (Kohlrausch y cols., 2009), siendo la poblacién
ecuatoriana y brasilefa mulata las que presentan menor frecuencia de gMLs (0.8% y 1.15%,
respectivamente) (Dorado y cols., 2012b).

Los individuos categorizados como gMURs se han encontrado con una frecuencia menor del 2%
en las poblaciones ecuatorianas, méxico-americana y brasilefia-africana (Dorado y cols., 2012b; Luo
y cols., 2005; Kohlrausch y cols., 2009) mientras que en la poblacién mestizo-mexicana se ha
encontrado la frecuencia mas alta (9.05%) (Lépez y cols., 2005). En el resto de las poblaciones se ha

determinado una frecuencia de entre un 2% y un 6%.
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Tabla VIII. Frecuencias alélicas (%) del CYP2D6 en poblaciones de Iberoamérica (contintia en las paginas siguientes).

América Central
América del Sur

Argentina

Argentina-Paraguay

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Chile
Chile
Colombia
Colombia-Panama
Colombia-Panama
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Cuba
Cuba
Ecuador
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.

Mixta

Mixta
Argentina
Nativa

General
Africana
Europea
Africana
Blanca-Europea
Mestiza/mulata
Africana
Blanca-Europea
Mapuche
Mestiza
Mestiza
Emberra
Ngawbe
Amerindios
Afrocaribenos
Mestiza
Mestiza/mulata
Blanca
Blanca-Europea
Mestiza mexicana
Mestiza mexicana

Mestiza mexicana

1884
978
51
90
1020
87
92
196
114
89
33
178
84
253
121
153
344
197
49
139
126
130
118
264
50
349

0.4
0.1
49

n.e.

0.7
1.2

n.e.

n.e.

— O W

[e> NN e

1.0
1.4

0.4
0.2

n.e.

0.3

9.6
11.2
18.6
17.8

9.4

6.3
10.3
14.5
21.5

10
10
14
3.6
12
19.4
14
17.1

2.3

4.1
10.4
14.3
14.6
10.6
10.0

17

10.3

1.0
2.1
n.e.
n.e.
4.6
4.02
1.1
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
4.2
n.e.
0.8

4.8
4.1
3.2
1.6
1.9
21
1.7

2.3

0.1
3.0
n.e.
4.2

n.e.

2.2
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.

n.e.

n.e.

1.1
17.5

0.7
1.2
0.8

0.4
n.e.

n.e.

5.6
5.0
n.e.
7.1
2.05
4.02
2.7
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
1.8
n.e.
n.e.
6.9
n.e.
0.3
3.1
1.1
0.8
0.4
1.3
2.8

7.4

1.1
0.4
n.e.
n.e.
5.6
9.2
2.2
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.

n.e.

n.e.
1.6
n.e.
n.e.
1.8
18.4
22
10.2
2.7
0.4
0.2

0.7

5.6
29
n.e.
n.e.
1.3
10.9
7.1
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.

n.e.

n.e.
1.2
n.e.
n.e.
1.8
7.2
54
4.7
3.8
0.8
0.8

1.0

Sistonen y cols., 2009
Sistonen y cols., 2009
Lavandera y cols., 2006
Bailliet y cols., 2007
Friedrich y cols., 2014
Kohlrausch y cols., 2009
Kohlrausch y cols., 2009
Maciel y cols., 2009
Maciel y cols., 2009

Da Silva y cols., 2009
Da Silva y cols., 2009
Da Silva y cols., 2009
Muiioz y cols., 1998
Roco y cols., 2012

Isaza y cols., 2000

Jorge y cols.,1999

Jorge y cols., 1999

Céspedes-Garro y cols., 2014
Céspedes-Garro y cols., 2014
Céspedes-Garro y cols., 2014

Llerena y cols., 2012
Llerena y cols., 2012
Dorado y cols., 2012
Luo y cols., 2005
Casner y cols., 2005
Mendoza y cols., 2001
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EE.UU.
Espania
Espafia
Espania
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
Nicaragua
Portugal
Portugal

Mestiza mexicana

Blanca-Europea
Blanca-Europea
Blanca-Europea
Tepehuana
Mestiza
Mestiza
Mestiza
Mestiza
Tarahumara
Purépecha
Tojolabal
Tzotzil

Tzeltal

Mestiza
Lacandona
Tepehuana
Tepehuana
Mexicanera

Seri

Guarijia
Tepehuana
Mayo

Huichol
Tarahumara
Cora

Mestiza
Blanca-Europea
Blanca-Europea

243
327
105
142
85
110
112
100
125
88
101
43
56
19
96
154
85
99
39
19
15
129
44
107
74
81
98
100
300

0.5

o o
B b —_
> | © oo

azoooooooooooooooooof;o

11.2
18.5
13.8
16.9
0.6
13.1
13.1
11.0
5.6
7.3
29
1.2
2.7
5.3
14
10.4
0.6
0.6
0
21.0
3.0
0.3
80.0
7.0
11.5
1.0
14.2
13.3
18.2

2.7
1.4
3.3
1.4

n.e.

0.4

3.4
1.2
4.6
2.8
25

n.e.
3.1

n.e.

n.e.

n.e.

o = 222
i\)booooowOOOOOOOfD{DfD

12.5
2.0
1.9
2.1

0
2.3
2.3
1.0

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

o o N
O\]OOOOOOOO@O\

w
—_

n.e.
3.5

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.
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™ O

2
o

=] 5|8
D O 9O o oo oo g g @9

12.8
44
4.3
3.9
n.e.
n.e.
4.1
1.5
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
n.e.
3.6
1.3

n.e.
1.5
7.7
5.3
10
54
9.0

10.7
6.7
4.3
2.0
6.1
3.0

Lopez y cols., 2005

Llerena y cols., 2012
Menoyo y cols., 2006
LLerena y cols., 2007

Sosa Macias y cols., 2006
Sosa Macias y cols., 2006
Sosa Macias y cols., 2010
Lopez y cols., 2014
Salazar-Flores y cols., 2012
Salazar-Flores y cols., 2012
Salazar-Flores y cols., 2012
Salazar-Flores y cols., 2012
Salazar-Flores y cols., 2012
Salazar-Flores y cols., 2012
Contreras y cols., 2011
Lopez y cols., 2014
Sosa-Macias y cols., 2006
Sosa-Macias y cols., 2010
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
Lazalde-Ramos y cols., 2014
LLerena y cols., 2012
Correia y cols., 2009
Albuquerque y cols., 2013
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Pais/territorio ‘ Poblacion ' ‘ *17 *1 6 *2x2 | Referencias

Venezuela Mestiza 100 0 16.5 n.e. 0.5 n.e. n.e. n.e. Griman y cols., 2009
Venezuela Mestiza 149 0 13.4 2 1.2 4 n.e. n.e. Griman y cols., 2012
Venezuela Bari 40 0 42.5 0 0 6.3 | ne. n.e. Griman y cols., 2012
Venezuela Pemon 40 0 2.5 0 0 1.3 | ne. n.e. Griman y cols., 2012
Venezuela Panare 46 0 5.4 0 0 33 | ne. n.e. Griman y cols., 2012
Venezuela Warao 29 0 1.7 0 0 1.7 | ne. n.e. Griman y cols., 2012
Venezuela Wayuu 24 0 4.2 0 0 0 n.e. n.e. Griman y cols., 2012
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4.3. Frecuencias alélicas, genotipicas y fenotipicas en la poblacion colombiana

Existe un tnico estudio sobre el polimorfismo de CYP2D6 en la poblacion colombiana (Isaza y
cols., 2000), en el que se determinaron las frecuencias de las variantes alélicas CYP2D6 *3, *4, *5, *6
y *17. Las frecuencias de los alelos funcionales *1 (0.388) y *2 (0.370) reportadas en dicho estudio,
fueron similares a las reportadas en poblaciones caucasicas (0.356 y 0.285, respectivamente) o
africanas (0.278-0.437 y 0.106-0.400; respectivamente), pero diferentes a las de amerindios
sudamericanos (0.661 y 0.185, respectivamente).

Por otro lado, las frecuencias de los alelos no funcionales *3, *4 y *5 fueron 1.2%, 19.4%, y 0.8%,
respectivamente, es decir, similares a las caucasicas, excepto la variante *6 que no estuvo presente
en esta poblacion (Isaza y cols., 2000).

También se reporto que la frecuencia del alelo *17 fue del 1.6%, apoyando la composicion mestiza
de esta poblacion y cierto grado de aporte afrodescendiente en ella.

Sin embargo, como limitaciones es destacable que la variante CYP2D6*10, caracteristica de
poblaciones asiaticas, no fue evaluada en este estudio. Este hecho puede ser de importancia dado
el potencial componente ancestral asiatico de la poblacién amerindia colombiana como se ha
expuesto en el inicio de este capitulo.

En relacion con las multiplicaciones del CYP2D6 en la poblacién colombiana, se pudo observar que
presentaba un 1.2% de individuos portadores de alguna multiplicacion (Isaza y cols., 2000). Es
destacable que en este estudio no se discriminaron las multiplicaciones de variantes alélicas no
activas ni el namero de copias, siendo esto crucial ya que impiden la identificacion de uno de los

grupos funcionales de mayor relevancia, el de los individuos ultrarrdpidos (URs).
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Justificacion y Objetivos

II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1. JUSTIFICACION

Son conocidas las diferencias en la distribucion de variantes alélicas de los genes del
citocromo P450 entre los diferentes grupos étnicos. Esta informacion puede ser util para el
disefio racional de terapéutica farmacoldgica especifica adaptandola a una poblacion. La
determinacion de polimorfismos en el gen CYP2D6 en la poblacion colombiana permitira
conocer la presencia y frecuencia de variables alélicas del CYP2D6 clinicamente relevantes,
principalmente aquellas que dan lugar a enzimas sin actividad o con una actividad
aumentada. La finalidad dltima es poder extrapolar la informacion a la aplicaciéon clinica,
disefiando estrategias de medicina personalizada, que permitan aumentar la seguridad y
eficacia en el uso de medicamentos.

La poblacion colombiana esta constituida principalmente por poblacion sin origen étnico
definido. Por otro lado, la poblacion de Bogota es idonea para estudiar una representacion de
la poblacion colombiana mayoritaria para poder compararla con otras poblaciones
iberoamericanas también de ancestria no definida.

En resumen la justificacion de esta Tesis Doctoral se fundamenta en la relevancia clinica del
CYP2D6 y la falta de informacidon en Colombia, ya que solo hay un estudio con algunas
limitaciones que se pretende superar en el presente planteamiento metodologico. Desde el
enfoque de la posible utilidad clinica se ha elegido para su estudio el grupo mayoritario, la

poblacion general de Colombia, no definida étnicamente.
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2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente Tesis es analizar la variabilidad de los polimorfismos
genéticos del CYP2D6 en una poblacion colombiana general y comparar las frecuencias de

estas con otras poblaciones Iberoamericanas.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Polimorfismos genéticos CYP2D6 en la poblacion colombiana

1.1. Determinar las frecuencias genotipicas CYP2D6 en una poblacion colombiana general.
1.2. Determinar las frecuencias alélicas CYP2D6 en una poblacion colombiana general.

1.3. Determinar las frecuencias de fenotipos extrapolados del genotipo CYP2D6 en una

poblacion colombiana general.

2. Polimorfismos genéticos CYP2D6 en la poblacion colombiana respecto de otras
poblaciones iberoamericanas

2.1. Determinar las posibles diferencias en las frecuencias genotipicas CYP2D6 en una
poblacion colombiana general respecto a otras iberoamericanas.

2.2. Determinar las posibles diferencias en las frecuencias alélicas CYP2D6 en una poblacion
colombiana general respecto a otras iberoamericanas.

2.3. Determinar las posibles diferencias en las frecuencias de fenotipos extrapolados del

genotipo CYP2D6 en una poblacion colombiana general respecto a otras iberoamericanas.
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III. MATERIAL Y METODOS

1. POBLACION DE ESTUDIO

1.1. Poblacion estudiada

Se estudiaron 288 voluntarios sanos no relacionados, de ambos sexos (201 hombres y 87
mujeres), con un rango de edad entre 18 y 58 afos y un promedio de 19 afios. La mitad de los
participantes (n=144) eran personal académico y estudiantil de la Pontificia Universidad
Javeriana sede Bogotd (PUJ), la otra mitad (n=144) eran alumnos y profesores de la Escuela
de Suboficiales de la Fuerza Aérea Colombiana (ESUFA), ubicada en Madrid,
Cundinamarca. Con el objetivo de evaluar las potenciales diferencias CYP2D6 entre los dos
grupos segun el lugar de reclutamiento (PUJ/ESUFA), se lleva a cabo un analisis preliminar
de las frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6 presentes en estas dos subpoblaciones

que fueron comparadas segun se expone en el primer apartado del capitulo de Resultados.

1.2. Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusidn y exclusion para la seleccion de los voluntarios sanos fueron:
Criterios de inclusion: Autorizacion de donacidon del ADN establecida en el consentimiento
informado. Criterios de exclusion: Personas menores de 18 afnos. Aquellos que no deseen
donar las muestras de ADN.

La poblacién fue seleccionada en Bogotd y Cundinamarca, bastante representativa de la
mayoritaria del pais como se ha expuesto en el capitulo de Introduccion. No se incluy6 entre
los criterios de seleccion el grupo étnico. Se estimd que los participantes eran poblacion
general de Colombia, no perteneciente a ningin grupo étnico definido. Se pretende

seleccionar una muestra aleatoria representativa de la poblacion general de Colombia.
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2. INSTRUMENTOS, APARATOS Y REACTIVOS

El ADN genomico de cada individuo fue extraido a partir de células epiteliales de la cavidad
bucal (123) y de muestras de sangre total (165) recolectada en tubos con EDTA (Vacutainer,
BD, EE.UU.), previamente codificados.

El ADN se extrajo con el estuche QIAGEN DNA isolation kit™ (QIAGEN, Hilden, Alemania)
y fue cuantificado en un espectrofotometro NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific,
NanoDrop Products, Wilmington, Delaware, United States).

La determinacion de los polimorfismos de CYP2D6 se realizo mediante la aplicacion de las
técnicas de PCR y PCR en tiempo real (PCR-RT). Las reacciones de PCR se amplificaron en
un termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Se utilizé la
mezcla de las enzimas Tag y Pwo ADN Polymerase (Expand Long Template PCR System,
Roche Diagnostics GmbH, Alemania).

Los deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) fueron Deoxynucleoside Triphosphate Set PCR
Grade (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) y los oligonucledtidos fueron adquiridos de
MWG Biotech (www.mwg-biotech.com). La agarosa utilizada para la elaboraciéon de los
geles fue adquirida en Panreac (Barcelona, Espafia), se usé el bromuro de etidio (10 pg/mL)
para la tincion del ADN (Sigma S.A., Madrid, Espana) y se visualizé en un transiluminador
Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Las reacciones de PCR-RT se llevaron a cabo en un
termociclador StepOne® (Applied Biosystems, Carlsbad, California, USA).

Todos los estudios de laboratorio fueron realizados en el CICAB, Extremadura, Espafa,
siguiendo la estrategia de andlisis de genotipacién previamente descrita por el grupo de

investigaciéon (Dorado y cols., 2005).
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3. METODOLOGIA

3.1. Extraccion y cuantificacion del ADN

Se tomaron muestras de células epiteliales de la boca a los participantes del estudio,
mediante un hisopo bucal sobre la cara interna y muestras de sangre mediante puncion
venosa.

Las muestras con el hisopo se introdujeron en buffer TE y fueron almacenados a 4 °C para su
posterior uso. Las muestras de sangre fueron depositadas en tubos vacutainer de 5 mL con
anticoagulante EDTA y fueron almacenados a 4 °C.

Para las muestras de células epiteliales del revestimiento de la boca, se realiz6 la extraccion
del DNA utilizando el método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Después de una
agitacion suave por inversion de 10 min y una centrifugacion durante 10 min. a 16300 rpm,
se descartd el sobrenadante. Este proceso se repitid hasta que el precipitado quedd
completamente limpio (2-3 veces). Después se agregaron 3 ml de una solucion de CTAB
(bromuro de cetiltrimetilamonio) al 2% y se agité durante 10 min. Posteriormente se incubd
durante 1 hora a 60 °C hasta disgregacion completa del precipitado. Para la purificacion del
ADN se agregd 1 volumen de fenol-isoaminoalcohol-cloroformo saturado en H20, y se tomd
la fase de abajo (aproximadamente 3 ml), se centrifugd durante 5 min a maxima velocidad y
se recupero el sobrenadante trasvasandolo a un tubo limpio. Por altimo se precipitéo el ADN
de la fase acuosa con 2 voltmenes de etanol 100% frio y se recuperd el ADN visible con un
tip estéril, colocandose en un tubo de 1.5 ml. Se dejd secar en estufa a 37 °C y se resuspendio
en 0.5 mL de H:O. El tubo se almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

Para la extraccion del ADN de las muestras de sangre se utilizé el Mini kit QIAGEN (Hilden,

Alemania) siguiendo las especificaciones del producto. Se anadieron 20 puL de proteinasa K
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en un tubo de micro centrifugacion de 1.5 mL, se adicionaron 200 uL de la muestra (sangre
total) al tubo de centrifuga, se agregaron 200 puL del Buffer AL a la muestra y se mezclé por
pulso-vortex durante 15 segundos. A continuacién se incubd el tubo a 56 °C por 10 minutos y
se centrifug6 brevemente para remover las gotas de la tapa. Se adicionaron 200 uL de etanol
(90-100%) a la muestra y se mezcl6 de nuevo por pulso-vértex durante 15 segundos. Después
de mezclar, se centrifugd brevemente el tubo para remover las gotas de la tapa del tubo.
Cuidadosamente, se transfirié la mezcla obtenida a la columna de Mini spin QIAamp, la cual
estaba dentro de un tubo colector de 2 mL, sin mojar el borde. Se cerro la tapa y se centrifugd
a 8000 rpm durante un minuto y se cambié el tubo colector por otro tubo de 2 mlL.
Cuidadosamente se abrio el tubo con la columna Mini spin QIAamp y se adicionaron 500 uL
del buffer AW1 sin mojar la tapa, se cerrd el tubo y se centrifugé a 8000 rpm por un minuto.
Se volvio a cambiar el tubo de debajo de la columna por otro tubo de 2 mL. Cuidadosamente
se abrio el tubo con la columna Mini spin QIAamp y se adicionaron 500 uL del buffer AW2
sin mojar la tapa, se cerro el tubo y se centrifugd a 14000 rpm por 3 minutos. Se cambi6 el
tubo de debajo de la columna por otro tubo de 2 mL. Se colocé la columna del kit QIAamp en
un tubo limpio de 1.5mL previamente rotulado, se adicioné cuidadosamente 200 uL de
buffer AE y se incubd a una temperatura de 15-25 °C por 1 minuto. Finalmente se centrifugé
a 8000 rpm durante 1 minuto, se desechd la columna, se cerro el tubo y se almacend a -20 °C
hasta su utilizacion.

Para determinar el grado de pureza de las muestras de ADN se obtuvo el cociente de la
concentracion de ADN/proteina, mediante espectrofotometria. Para ello, se evalud la
cantidad de ADN y de proteina a una longitud de onda de 260 y 280 nm respectivamente
utilizando el espectrofotometro NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, NanoDrop

Products, Wilmington, Delaware, United States).
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3.2. Deteccion de los alelos CYP2D6%2,%3,%4, *6, *10, *17, *35, *41'y *69

Material y Métodos

Para cada polimorfismo se utilizo un kit de reactivos con ensayos TagMan predesarrollados,

que contiene un par de primers de PCR y un par de sondas TagMan con fluorescencia,

adquiridos en Applied Biosystems (Forster City, CA, EE.UU.) (Tabla IX), basado en la

presencia de SNPs asociados a los alelos estudiados (-1584 C>G, 100 C>T, 1023 C>T, 1707

T>del, 1846 G>A, 2549 A>del, 2988 G>A, 31 G>A) (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm).

Tabla IX. Sondas TagMan utilizadas para la determinacién de
las variantes alélicas del CYP2Dé.

CYP2D6*2
CYP2D6*3
CYP2D6*4
CYP2D6%6
CYP2D6%*10
CYP2D6%*17

CYP2D6%*35

CYP2D6%*41

CYP2D6%*69

dbSNP ID=

rs1080985
rs35742686
rs3892097
rs5030655
rs1065852
rs28371706
rs1080985
rs769258
rs28371725
151065852
rs28371725

"database

Single

C_32407252_30
C_32407232_50

C_27102431_D0

C_32407243_20
C_11484460_40
C_2222771 40

C_32407252_30
C_27102444_80
C_34816116_20
C_11484460_40
C_34816116_20

Nucleotide

-1584 C>G
2549del A
1846 G>A
1707delT
100 CT
1023C>T
-1584 C>G
31 G>A
2988G>A
100 C>T
2988G>A
Polymorphism

identification"; Identificacion en la base de datos del SNP

Assay ID= "Assay identification" Identificacién del ensayo.

La reaccidon de amplificacion se realizé en 20 pL con 30 ng de ADN humano molde, 1X de

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Forster City, CA, EE.UU.), 1X de

cada primer y sondas, y agua. Las condiciones iniciales fueron un paso de desnaturalizacién

de 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacién a 92°C por 15 segundos, y

alineacion a 60°C por 1 minuto. El proceso de deteccion alélica se llevd a cabo durante 1

minuto a 60°C. Todos los andlisis se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos en las cuales se

incluyeron controles negativos (sin ADN) y controles positivos (heterocigdticos y

homocigdticos) (Dorado y cols., 2005).

49


http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm

Material y Métodos

En la Tabla X se muestran los polimorfismos que se establecieron para la determinacion de
las variables alélicas estudiadas: se considerd un alelo *1 (wild type) cuando no fue posible
determinar ninguno de los polimorfismos estudiados; CYP2D6*2, con la presencia del
polimorfismo por sustitucion -1585C/G del promotor (Raimundo y cols., 2000).

Las variantes CYP2D6*3 y CYP2D6%6 se definen por las deleciones de una adenina en el exén
5 en posicion 2549 y de una timina en la posicion 1707 en el exdn 3, respectivamente
(Kagimoto y cols., 1990; Saxena y cols., 1994). El alelo CYP2D6*4 se ha definido por la
presencia de una sustitucion de citosina por timina en posicion 100 en el exén 1 y un cambio
de guanina a adenina en posicion 1846 en el exdn 4 que genera un defecto de splicing

(Kagimoto y cols., 1990).

Tabla X. Polimorfismos establecidos para la determinacién de las variantes alélicas del CYP2D6

analizadas.
-1584 31 100 1023 1707 1846 2549 2988

*1 C G C C T G A G Normal
*2 G G C C T G A G Normal
*3 C G C C T G Del G Ninguna
*4 C G T C T A A G Ninguna
*6 C G C C Del G A G Ninguna
*10 C G T C T G A G Disminuida
*17 C G C T T G A G Disminuida
*35 G A C C T G A G Normal
*41 C G C C T G A A Disminuida
*69 C G T C T G A A Disminuida

Los polimorfismos se representan en negrita. Los SNPs ID estan listados en la Tabla IX
*De acuerdo con The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Database

Por otro lado, el alelo CYP2D6*5 es una delecidn del gen (Gaedigk y cols., 1991). CYP2D6%10
se ha definido por una sustitucion de citosina por timina en posiciéon 100 en el exén 1 (Yokota
y cols., 1993). El alelo CYP2D6*17 es una sustitucion de citosina por timina en posicion 1023

del exon 2 (Masimirembwa y cols., 1996). CYP2D6*35 por la presencia de la sustitucion de
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citosina por guanina en posicion 1585 del promotor y la sustitucién de guanina por adenina
en la posicion 31 del exdn 1 (Marez y cols., 1997). El alelo CYP2D6*41 se determiné por la
presencia de la sustitucion de una guanina por adenina en la posicion 2988 en el exon 8
(Raimundo y cols., 2000). Por ultimo, alelo CYP2D6*69 se definio por la presencia de los

polimorfismos 100 C>T y del 2988 G>A (Tabla X).

3.3. Deteccion de alelos multiplicados y del namero de copias del gen CYP2D6

La determinacion de multiplicaciones del gen CYP2D6 se realizd mediante el empleo de una
PCR-XL. Los primers que se utilizaron para ello fueron 2D6dupl-F y 2Dédupl-R (Lundqvist y
cols.,, 1999), y generan un fragmento de 3.5kb, que determina la presencia de
multiplicaciones en el gen (Tabla XI). Ademas, en la misma PCR, se amplifica el gen CYP2D6
completo de 5.1 kb utilizando el primer forward DPKup y el reverso DPKlow (Hersberger y

cols., 2000).

Tabla XI Primers y tamafio de las amplificaciones para la determinaciéon de las
multiplicaciones y delecion del CYP2D6.

DPKup, DPKlow, Gen 2D6: 5100
2Dé6dupl-F 2D6dupl-R *1,*2,*4 xN: 3500
DPKup, DPKlow, Gen 2D6: 5100
5'2D6*5 3'2D6*5 *5: 3500
52D6dup 32D6dup *1,%2,*4 xN: 10000

pb= pares de bases; N= ntimero de copias

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pL, y se utilizaron 0.375 uL de la
mezcla de las enzimas Taq y Pwo DNA Polymerase. La amplificacion de 50 a 100 ng/uL de
ADN genomico humano se realizé con 2.5 uL de PCR buffer 3 que se proporciona con la

enzima (2.75 mM MgClz), 0.5 mM de cada dNTPs y 0.4 uM de cada primer. Las condiciones
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de los ciclos fueron las siguientes: 2 minutos a 94 °C, seguidos de 10 ciclos de 20 segundos a
95 °C y 4 minutos a 68 °C, 20 ciclos mas aumentando 5 segundos cada paso de 68 °C, y una
extension final de 7 minutos a 68 °C. El producto de la PCR se analizd directamente por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, y las bandas de ADN se visualizaron con
bromuro de etidio. Esta reaccion de PCR-XL dio lugar a fragmentos de 5.1 kb y a fragmentos
de 3.5 kb solo si existen alelos con multiplicaciones.

Todas las muestras de ADN que poseian multiplicaciones se analizaron para los alelos
CYP2D6*1xN, *2xN y *4xN usando 1 pL de la reaccién de PCR-XL (diluido con H20 1:10)
amplificando un fragmento de 10 kb. Esta PCR se llevé a cabo usando los primers 52D6dup
y 3'2D6dup (Tabla IX). La amplificacion se realizo en un volumen final de 25 puL en tubos de
0.2mL y con 0.375uL de mezcla de las enzimas Taq y Pwo DNA polimerasa. La
amplificacién de 50 a 100 ng/uL. de ADN gendémico humano se realizé con 2.5 pL. de PCR
buffer 2 (2.75 mM MgCl), 0.5 mM de cada ANTP y 0.3 uM de cada primer (Tabla XII). Las
condiciones fueron las siguientes: 2 minutos a 94°C, seguidos de 10 ciclos de 20 segundos a
95 °C, 30 segundos a 59 °C, 9 minutos con 30 segundos a 68 °C, seguidos de 20 ciclos mas
aumentando 10 segundos cada paso de 68 °C, y una extension final de 11 minutos a 68 °C. El
producto de la PCR se analizé mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% y las
bandas de ADN se visualizaron con bromuro de etidio. Esta PCR cre6 un fragmento de
10 kb, el cual fue utilizado para el diagnostico por PCR-RFLP solo para discriminar entre los
alelos CYP2D6*1xN, *2xN 'y *4xN (Dorado y cols., 2005).

Para el analisis del numero de copias de los individuos que dieron positivo para la presencia
de multiplicaciones/duplicaciones del gen CYP2D6 se utilizo PCR-RT basado en ensayos
TagMan de Numero de Copias (“Copy Number Assays” ref. Hs00010001_cn; Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). Las condiciones de amplificacion consistieron en una pre-
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incubacion a 95 °C durante 10 minutos para activar la enzima Taq DNA polimerasa, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C de 15 segundos y luego “annealing” y extension de
1 minuto a 60 °C. Todos los andlisis se realizaron en placas de 96 pocillos en las cuales se
incluyeron controles negativos (sin ADN) y controles positivos (con 3 copias del gen
CYP2D6). El ensayo Hs0010001_cn (Applied Biosystems) tiene como diana una secuencia
especifica del exén 9 del gen CYP2D6, pero no amplifica a los pseudogenes CYP2D7 vy
CYP2D8, ni a los alelos del gen CYP2D6 que llevan parte de la secuencia del pseudogén

CYP2D7 en el exdn 9.

Tabla XII. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados en las diferentes PCRs para determinacion de
las delecién (CYP2C9*5) y multiplicaciones del CYP2D6 (Dorado y cols., 2005).

DPKup GTITATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA
DPKlow GCCGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTA
2Dé6dupl-F CCTGGGAAGGCCCCATGGAAG

2D6dupl-R CAGTTACGGCAGTGGTCAGCT

52Dé6dup GCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGG
32Dé6dup GGTTTCTTGGCCCGCTGTCCCCACTC

52D6%*5 CACCAGGCACCTGTACTCCTC

32D6%*5 CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC
32D6*1xN CCTGTCTCAAATGCGGCCAGGCGGTGGGGTA

N= ntimero de copias

3.4. Deteccion del alelo CYP2D6*5

Para determinar si los individuos presentan la variante CYP2D6%5, se llevd a cabo una
PCR-XL. Los primers fueron 52D6*5 y 3'2D6*5 (Steen y cols., 1995), que son especificos para
determinar la presencia del alelo CYP2D6*5 (3.5 kb) (Tabla XII). Ademas, en la misma PCR,
se amplifico el gen CYP2D6 completo (5.1 kb) utilizando el primer forward DPKup y el
reverso DPKlow (Hersberger y cols., 2000). Las reacciones se realizaron en un volumen final

de 25 uL, se utilizaron 0.375 uL de la mezcla de las enzimas Taq y Pwo DNA Polymerase
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(Expand Long Template). La amplificacion de 50 a 100 ng/uL. de ADN gendémico humano se
realizo con 2.5 uL de PCR buffer 3 que se proporciona con la enzima (2.75 mM MgCl),
0.5 mM de cada dNTPs y 0.4 uM de cada primer (Tabla XII).

Las condiciones fueron las mismas que para la deteccion de las multiplicaciones. El producto
de la PCR se analizé directamente en una electroforesis mediante un gel de agarosa al 0.8% y
las bandas de ADN se visualizaron con bromuro de etidio. Esta reaccion de PCR-XL dio
lugar a fragmentos de 5.1 kb y de 3.5 kb. Este ultimo solo aparecia si la variante CYP2D6%5

estaba presente.

3.5. Clasificacion funcional de las variantes alélicas de CYP2D6

Como se ha expuesto anteriormente, las variantes alélicas se han clasificado segiin su
actividad. Segun esta evaluacidén funcional, el genotipo de un individuo tendrd un valor
asignado de actividad que seria la suma de la puntuacion de sus dos alelos (Gaedigk y cols.,
2008).

A las variantes alélicas CYP2D6*3, *4, *4xN, *5 y *6 se les asignd un valor de 0, a los alelos
CYP2D6*10, *17, *41, *69, se les asigné un valor de 0.5, a los alelos CYP2D6 wt, *2, *35 se les
asigno un valor de 1 y a las multiplicaciones de los alelos activos (wtxN, *2xN) se les asignd
un valor segtin el nimero de copias que presentaron (2, 3, 4, etc.). De este modo, individuos
con dos copias no activas del gen CYP2D6 (actividad “activity score” = 0) se los clasifico como
gMLs (metabolizadores lentos extrapolados), y a aquellos que presentaron mas de dos copias
de alelos activos se los clasifico6 como gMURs (metabolizadores ultrarrapidos extrapolados).
Al resto se les clasificd como gMRs (metabolizadores rapidos extrapolados) (Llerena y cols.,

2009; 2014b).
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4. ESTUDIOS DE OTRAS POBLACIONES IBEROAMERICANAS

Para el andlisis comparativo con las poblaciones iberoamericanas, se han seleccionado
articulos de la base de datos de US National Library of Medicine, dependiente del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos. La buasqueda se realizo sin rango de tiempo definido
utilizando los términos “CYP2D6” y “genet*” (truncado) junto con el nombre de cada pais
iberoamericano, incluido "Spain”, "Portugal” y "United States" o "USA" (con este ultimo

seleccionando poblaciones hispanas o latinas) (Tabla XIII).

Tabla XIIL. Estudios de poblaciones Latinoamericanas empleados en la comparacion de las
frecuencias del polimorfismo genético del CYP2D6 de la poblacion colombiana estudiada.

Brasil 89 Da Silvay cols., 2009

Chile 253 Roco y cols., 2012

Colombia 121 Isazay cols., 2000

Costa Rica 139 Céspedes-Garro y cols., 2014

Cuba 126 LLerenay cols., 2012
Ecuador 118 Dorado y cols., 2012
EE.UU. 264 Luoy cols., 2005

50 Casner y cols., 2005

349 Mendozay cols., 2001

243 Lopez y cols., 2005
México 110 Sosa-Macias y cols., 2006

112 Sosa-Macias y cols., 2010

125 Salazar-Flores y cols., 2012

100 Loépezy cols., 2014

96 Contreras y cols., 2011
Nicaragua 98 LLerenay cols., 2012
Venezuela 100 Grimany cols., 2009

149 Grimany cols., 2012

Anteriormente se expusieron en la Introducciéon todas las poblaciones Iberoamericanas
estudiadas (Tabla VIII). Para el estudio comparativo con la poblacién estudiada en esta Tesis
Doctoral, se seleccionaron las poblaciones no definidas étnicamente, caracteristica general de

los individuos estudiados. Por tanto se utilizaron los siguientes criterios de inclusion para la
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seleccion de estudios: a) que presenten datos referidos a las frecuencias alélicas, genotipicas y
fenotipos metabolicos de CYP2D6; b) poblaciones de voluntarios sanos no pertenecientes a
ningun grupo control; c) poblaciones no pertenecientes a ningtin grupo étnico definido.

Como resultado de aplicar estos criterios de inclusion se seleccionaron para el analisis
comparativo en esta Tesis Doctoral los 18 estudios que se muestran en la Tabla XIII. En total
la poblacion de comparacion de este estudio estuvo constituida por 2642 individuos

pertenecientes a 10 paises de Latinoamérica.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar las frecuencias alélicas y genotipicas del CYP2D6 se utilizaron el test Chi-
cuadrado (x?) y el test exacto de Fisher. Para determinar si las frecuencias de los genotipos
CYP2D6 en la poblacién de estudio se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg, se
calcularon las frecuencias genotipicas esperadas a partir de las frecuencias alélicas
observadas de la siguiente manera:

- Frecuencia de los homocigotos (A)= (frecuencia A)>.

- Frecuencia de los heterocigotos (AB)= 2 x (frecuencia A x frecuencia B).

- Las frecuencias observadas y esperadas se compararon mediante la utilizacion de un test
Chi-cuadrado (x?).

La comparativa de las frecuencias genotipicas del CYP2D6 presente en la poblacion
colombiana estudiada y el resto de poblaciones mestizas iberoamericanas se realiz solo con
las frecuencias de aquellas poblaciones mestizas que analizaron, al menos, las mismas

variantes alélicas del CYP2D6 que la poblacion colombiana de estudio.
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Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando el programa informatico GraphPad
Prism v.5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
En los estudios de esta Tesis Doctoral un valor de p menor de 0.05 se consider6 como

estadisticamente significativo.

6. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo de investigacién fue aprobado por el Comité de Etica de Ciencias Basicas
de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Javeriana, en Bogota (Colombia), en
su reunién del 28 de Febrero de 2011. Asimismo fue aprobado por el Comité de Etica de la
Universidad de Extremadura, en Badajoz (Espana).

Estos Comités adoptan como principios generales en investigaciones los siguientes
instrumentos: 1) Los Principios Eticos para las Investigaciones Médicas en Seres Humanos —
Declaraciéon de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial, 2008 sobre Principios éticos para
las investigaciones médicas en seres humanos, adoptada en la 18 Asamblea General de la
Asociacion Médica Mundial (Helsinki, Finlandia, Junio de 1964), y su dltima revisién en la
64* Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013. 2) Las pautas Eticas Internacionales
para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos establecidas por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS 2002). 3) La Declaraciéon
Universal sobre Bioética y Derechos Humanos aprobada por la Conferencia General de la
UNESCO el 19 de octubre de 2005. 4) El Documento de las Américas sobre Buenas Practicas
Clinicas. (OPS, Reptiblica Dominicana, 4/03/05). 5) Las Guias operacionales para comités de
ética que evaltan investigacion biomédica (OMS 2000). 6) La Declaracion Universal sobre el

Genoma Humano y los Derechos Humanos aprobada por la Conferencia General de la
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UNESCO (11 de noviembre de 1997). 7) La Declaracion Internacional sobre los Datos
Genéticos Humanos aprobada por la Conferencia General de la UNESCO el 16 de Octubre de
2003. Adicionalmente toda la regulacion vigente para estudios en humanos en Colombia y
Espana.

Antes de la realizacion de las pruebas, todos los sujetos fueron informados verbalmente y
por escrito acerca de los objetivos, protocolos y caracteristicas de los estudios y dieron su
consentimiento por escrito para participar. El estudio siguio las recomendaciones nacionales

e internacionales relacionadas con la investigacion en material genético humano.
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IV. RESULTADOS

Resultados

1. DIFERENCIAS ENTRE LOS VOLUNTARIOS SANOS PARTICIPANTES

El reclutamiento se hizo en dos lugares: ESUFA (Academia de Suboficiales de las Fuerzas

Armadas (ESUFA) y Pontificia Universidad Javeriana de Bogota (PUJ), ambas instituciones

académicas aunque en diferente dmbito, el militar y la Universidad general. Con el fin de

evaluar las potenciales diferencias entre ambos lugares de reclutamiento, se evaluaron

primero potenciales diferencias entre ambos grupos. No se encontraron diferencias en las

frecuencias de los genotipos, alelos o fenotipos extrapolados del CYP2D6 entre las dos

subpoblaciones estudiadas (Tablas XIV, XV, XVI). Por tanto todos los andlisis posteriores se

realizaron en una tnica poblacidn, sin establecer diferencias por el origen de las mismas.

1.1. Analisis de las frecuencias genotipicas CYP2D6

Tabla XIVa. Genotipos CYP2D6, entre los grupos de la Universidad PU]J (n=144) y Academia Militar

ESUFA (n=144) (continta en Tabla XIVDb).

*4/*4
*4x2/*4
*4/*10
*4/*41
*4x2/*41
*5/*41
*1/*4
*1/*5
*1/*6
*2/*3
*2/*4
*2/%*5
*4/*35
*4/*41x2
*41/*41
*1/*10
*1/*41

= IOIN = O

—
=

IO OO W R W ke

5.56
0.00
0.69
1.39
0.00
0.69
9.72
0.69
0.69
0.69
2.08
0.69
2.08
0.00
0.00
0.00
5.56

(4.25-6.86)

(0.53-0.86)
(1.06-1.71)

(0.53-0.86)
(7.43-12.01)
(0.53-0.86)
(0.53-0.86)
(0.53-0.86)
(1.60-2.57)
(0.53-0.86)
(1.60-2.57)

(4.25-6.86)

—
=R =R

N RrRr RN R |RW

2.78
0.69
0.00
0.69
0.69
0.00
13.19
2.08
0.69
0.69
4.17
1.39
1.39
0.69
0.69
0.69
4.86

(2.12-3.43)
(0.53-0.86)

(0.53-0.86)
(0.53-0.86)

(10.09-16.30)
(1.59-2.57)
(0.53-0.86)
(0.53-0.86)
(3.19-5.15)
(1.06-1.71)
(1.06-1.71)
(0.53-0.86)
(0.53-0.86)
(0.53-0.86)
(3.72-6.00)
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Tabla XIVb. Genotipos CYP2D6, entre los grupos de la Universidad PUJ (n=144) y Academia Militar
ESUFA (n=144) (proviene de Tabla XIVa)

Genotipo UNIVERSIDAD PUJ ACADEMIA MILITAR
CYP2D6 N % IC 95% N

*2/%10 1 069  (0.53-0.86) 0 0.0

*2/*41 2 139  (1.06-1.71) 1 069 (0.53-0.86)
*1/*1 23 1597 (12.21-19.73) 25 1736  (13.28-21.44)
*1/%2 23 1597 (12.21-19.73) 34 2361  (18.06-29.16)
*1/%35 5 347 (2.65-4.29) 4 278 (2.12-3.43)
“1x2/*4 4 278  (2.12-343) 0 0.0

*1x2/%6 0 0.0 2 139 (1.06-1.71)
*2/%2 9 625  (4.78-7.72) 6 417 (3.19-5.15)
*2/%35 2 139  (1.06-1.71) 2 139 (1.06-1.71)
*2x2/*4 1 069  (0.53-0.86) 0  0.00

*4/*35x2 1 069  (0.53-0.86) 0 0.0

*1x2/*41 0  0.00 1 069 (0.53-0.86)
*1x2/*69 1 069  (0.53-0.86) 0 0.0

*2x2/*41 1 069  (0.53-0.86) 0  0.00

*1/*35x2 0 0.0 1 069 (0.53-0.86)
*1x2/*1 6 417  (3.19-5.15) 4 278 (2.12-3.43)
*1x2/%2 7 486  (3.72-6.00) 6 417 (3.19-5.15)
*1x3/*4 2 139  (1.06-1.71) 0 0.0

*2x2/%2 1 069  (0.53-0.86) 1 069 (0.53-0.86)
*2x2/*35 2 139  (1.06-1.71) 0 0.0

*2x3/*4 1 069  (0.53-0.86) 0  0.00

*1x3/*41 1 069  (0.53-0.86) 0 0.0

*1x3/*1 2 139  (1.06-1.71) 0  0.00

*1x3/*2 3 208  (1.60-2.57) 2 139 (1.06-1.71)
*2x3/%2 1 069  (0.53-0.86) 0 0.0

*“1x4/*1 1 069  (0.53-0.86) 0  0.00

*1x4/*2 0  0.00 1 069 (0.53-0.86)
*1x5/*1 0  0.00 1 069 (0.53-0.86)
*1x6/*4 0  0.00 1 069 (0.53-0.86)
*1x10/*1 0  0.00 1 069 (0.53-0.86)
N total 144 144

Aunque no existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos con un nimero
suficiente de casos (>5%) las divergencias mayores se dan en el genotipo *4/*4 con una
frecuencia del doble en la poblacion universitaria general PUJ frente a la de los militares
ESUFA (Tablas XIVa y XIVb).

A continuacion se exponen los analisis por alelos y fenotipos extrapolados del genotipo.
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1.2. Anadlisis de las frecuencias alélicas del CYP2D6
Aunque no existen diferencias significativas, las diferencias mayores en aquellos casos
superiores al 5% se da en la frecuencia del alelos *1x3, que cuales fue 4 veces mayor, en

universitarios de la PUJ respecto a los militares de ESSUFA (Tabla XV).

Tabla XV. Alelos CYP2D6 analizados entre los grupos de la Universidad PUJ (n=144) y Academia
Militar ESUFA (n=144).

*1 107 3715 (24.79-49.51) 123 4271 (28.50-56.91)
*“1x2 18 625 (4.17-8.33) 13 451  (3.01-6.01)
*1x3 8 278  (1.85-3.70) 2 0.69  (0.46-0.92)
*“1x4 1 035  (0.23-0.46) 1 0.35  (0.23-0.46)
*“1x5 0 0.00 1 0.35  (0.23-0.46)

0 1

0 1

*1x6 0.00 0.35  (0.23-0.46)
*1x10 0.00 0.35  (0.23-0.46)
*2 63  21.88 (14.60-29.15) 56 19.44 (12.98-25.91)
*2x2 5 174  (1.16-2.31) 1 0.35  (0.23-0.46)
*2x3 2 069  (0.46-0.92) 0 0.00

*3 1 035  (0.23-0.46) 1 0.35  (0.23-0.46)
*4 48 16.67 (11.12-22.21) 54 1875 (12.51-24.98)
432 0 0.00 2 0.69  (0.46-0.92)
*5 3 1.04  (0.69-1.39) 5 174  (1.16-2.31)
*6 1 035  (0.23-0.46) 3 1.04  (0.69-1.39)
*10 2 069  (0.46-0.92) 1 0.35  (0.23-0.46)
*35 12 417  (2.78-5.55) 8 278  (1.85-3.70)
*35x2 1 035  (0.23-0.46) 1 035  (0.23-0.46)
*41 15 521  (3.47-6.94) 13 451  (3.01-6.01)
*“41x2 0 0.00 1 0.35  (0.23-0.46)
*69 1 035  (0.23-0.46) 0 0.00

N 288 288

1.3. Anadlisis de los fenotipos metabdlicos extrapolados del CYP2D6
La alta frecuencia de gMURs se observé en ambas poblaciones (20% y 14%). Aunque no es
estadisticamente significativo (Tabla XVI), tanto el nimero de gMUR como de gMLs son

superiores en la poblacioén universitaria de la PUJ que en la de militares de ESUFA.
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Tabla XVI. Fenotipos metabdlicos extrapolados de CYP2D6, en los grupos de la Universidad PUJ
(n=144) y Academia Militar ESUFA (n=144).

Metabolizadores Lentos 0 8 5,6 5 3,5
Metab. con Act. reducida 0.5-1.5 38 26,4 47 32,6
Metab. Normales 2 69 47,9 72 50,0
Metab. Ultrarrapidos 2.5-11 29 20,1 20 13,9
Total 144 100 144 100

2. POLIMORFISMO GENETICO DEL CYP2D6 EN LA POBLACION COLOMBIANA

Se analizaron y determinaron las variantes alélicas CYP2D6*2, *3, *4, *5, *6, 10, *17, 35, *41y
*69 asi como la determinacion del nimero de copias en la poblacidon colombiana estudiada
de 288 muestras de poblacion general. En las Tablas XVII, XVIII y XIX se muestran los
resultados de las frecuencias genotipicas, alélicas y de fenotipos extrapolados del CYP2D6. A

continuacion se detallan los resultados principales.

2.1. Frecuencias genotipicas del CYP2D6 en la poblacion colombiana

La poblaciéon estudiada se encontr6 en equilibrio Hardy-Weinberg (test Chi cuadrado,
p>0.05).

Los genotipos mas frecuentes (aproximadamente 37%) fueron el CYP2D6*1/*2 (19.8%) y el
CYP2D6*1/*1 16.7%), que representan a genotipos con actividad funcional normal (Tabla
XVII).

Entre los genotipos clasificados con actividad funcional 0 (Metabolizadores Lentos), se
encontraron 13 individuos, 12 de los cuales eran portadores del genotipo CYP2D6%4/*4 y uno
CYP2D6%*4/*4x2, representando por tanto, el 4.5% del total de la poblacion (Tabla XVII).
Dentro de los grupos de actividad calificados como 0.5, 1 y 1.5, los genotipos mas frecuentes

fueron CYP2D6*4/*41, *1/*4 y *1/*41, respectivamente (Tabla XVII).
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Tabla XVII. Frecuencias genotipicas de CYP2D6 en la poblacidon colombiana (n=288).

Actividad Genotipo CYP2D6 N % IC 95%
0 *4/*4 12 4.17 (2.78-5.55)
0 *4x2/*4 1 0.35 (0.23-0.46)

0.5 *4/*10 1 0.35 (0.23-0.46)
0.5 *4/*41 3 1.04 (0.69-1.39)
0.5 *4x2/*41 1 0.35 (0.23-0.46)
0.5 *5/*41 1 0.35 (0.23-0.46)
1 *1/*4 33 11.46 (7.65-15.27)
1 *1/*5 4 1.39 (0.90-1.85)
1 *1/*6 2 0.69 (0.46-0.92)
1 *2/*3 2 0.69 (0.46-0.92)
1 *2/*4 9 3.13 (2.08-4.16)
1 *2/*5 3 1.04 (0.69-1.39)
1 *4/*35 5 1.74 (1.16-2.31)
1 *4/*47x2 1 0.35 (0.23-0.46)
1 *41/*41 1 0.35 (0.23-0.46)
1.5 *1/*10 1 0.35 (0.23-0.46)
1.5 *1/*41 15 5.21 (3.47-6.94)
1.5 */*41 3 1.04 (0.69-1.39)
1.5 *2/*10 1 0.35 (0.23-0.46)
2 *1/*1 48 16.67 (11.12-22.21)
2 *1/*2 57 19.79 (13.21-26.37)
2 *1/*35 9 3.13 (2.08-4.16)
2 *1x2/*4 4 1.39 (0.93-1.85)
2 *1x2/*6 2 0.69 (0.46-0.92)
2 *2/*2 15 5.21 (3.47-6.94)
2 *2/*35 4 1.39 (0.93-1.85)
2 *2x2/*4 1 0.35 (0.23-0.46)
2 *4/*35x2 1 0.35 (0.23-0.46)
2.5 *1x2/*41 1 0.35 (0.23-0.46)
2.5 *2x2/*41 1 0.35 (0.23-0.46)
2.5 *1x2/*69" 1 0.35 (0.23-0.46)
3 *1/*35x2 1 0.35 (0.23-0.46)
3 *1x2/*1 10 3.47 (2.32-4.63)
3 *1x2/*2 13 451 (3.01-6.01)
3 *1x3/*4 2 0.69 (0.46-0.92)
3 *2x2/%2 2 0.69 (0.46-0.92)
3 *2x2/*35 2 0.69 (0.46-0.92)
3 *2x3/*4 1 0.35 (0.23-0.46)
3.5 *1x3/*41 1 0.35 (0.23-0.46)
4 *1x3/*1 2 0.69 (0.46-0.92)
4 *1x3/*2 5 1.74 (1.16-2.31)
4 *2x3/*2 1 0.35 (0.23-0.46)
5 *1x4/*1 1 0.35 (0.23-0.46)
5 *1x4/*2 1 0.35 (0.23-0.46)
6 *1x5/*1 1 0.35 (0.23-0.46)
6 *1x6/*4 1 0.35 (0.23-0.46)
11 *1x10/*1 1 0.35 (0.23-0.46)

IC: Intervalo de Confianza; %: Porcentaje; N: niimero de individuos.

1Se asume este resultado frente a otros posibles *10x2/*41 o *10/*41x2. Para confirmar este resultado, esta muestra

debe ser secuenciada.
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Cabe destacar el alto porcentaje de individuos gMURs del CYP2D6, ya que 15 individuos
presentaron mas de tres copias activas del gen e incluso uno de ellos 11 copias. La frecuencia
de genotipos con mas de 2 copias activas fue *1x2/*2 seguido de *1x2/*1 (Tabla XVII).

Por otro lado, se ha podido observar la presencia de un individuo con el genotipo
CYP2D6*1x2/*69, sin embargo, habria que confirmar la presencia de este alelo por
secuenciacion, puesto que con las técnicas utilizadas podria ser también *10x2/*41 o

*10/*41x2.

2.2. Frecuencias alélicas del CYP2D6 en la poblacion colombiana

Con respecto a la frecuencia alélica, aquellos que presentaron una mayor frecuencia fueron
los alelos con actividad normal CYP2D6*1 (wt, 39.9%) y CYP2D6*2 (20.7%), seguido del alelo
con actividad nula CYP2D6*4 (17.7%) (Tabla XVIII).

Tabla XVIII. Frecuencia alélicas del CYP2D6 en la poblacidon colombiana (n=576).

0 *3 2 0.35 (0.12-0.58)
0 *4 102 17.71 (5.93-29.49)
0 *4x2 2 0.35 (0.12-0.58)
0 *5 8 1.39 (0.46-2.31)
0 *6 4 0.69 (0.23-1.16)
0.5 *10 3 0.52 (0.17-0.87)
0.5 *41 28 4.86 (1.63-8.09)
0.5 *69 1 0.17 (0.06-0.29)
1 *1 230 39.93 (13.37-66.49)
1 *2 119 20.66 (6.92-34.40)
1 *35 20 3.47 (1.16-5.78)
1 *41x2 1 0.17 (0.06-0.29)
2 *1x2 31 5.38 (1.80-8.96)
2 *2x2 6 1.04 (0.35-1.73)
2 *35x2 2 0.35 (0.12-0.58)
3 *1x3 10 1.74 (0.58-2.89)
3 *2x3 2 0.35 (0.12-0.58)
4 *1x4 2 0.35 (0.12-0.58)
5 *1x5 1 0.17 (0.06-0.29)
6 *1x6 1 0.17 (0.06-0.29)
10 *1x10 1 0.17 (0.06-0.29)

IC: Intervalo de Confianza; %: Porcentaje; N: nimero de alelos.
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Respecto a los alelos con actividad disminuida (0.5), el més frecuente fue el alelo CYP2D6*41
(4.9%).

Por otro lado, a falta de confirmar por secuenciacion, se observo la presencia del alelo
CYP2D6%69 con un porcentaje de 0.17%. Este alelo ha sido observado tinicamente en un caso
de un individuo de origen caucdsico ML para dextrometorfano (Gaedigk y cols., 2009). Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente, habria que confirmar la presencia de este
alelo mediante técnicas de secuenciacion puesto que, con las técnicas utilizadas, podria
identificarse como *10x2/*41 o *10/*41x2.

En cuanto a los alelos con multiplicaciones, cabe resaltar su alto porcentaje, llegando al
10.2%, de los que un 9.7% fueron multiplicaciones de alelos funcionales y un 0.52% de alelos

con actividad disminuida (*41x2) o con actividad nula (*4x2).

2.3. Fenotipos metabdlicos extrapolados del CYP2D6 en la poblacion colombiana
En base a los resultados de las frecuencias genotipicas de esta poblaciéon que se muestran en
la Tabla XVII, se extrapolaron los fenotipos metabdlicos (Tabla XIX). Es destacable la alta

frecuencia de gMURs (16.66%).

Tabla XIX. Frecuencias de los Fenotipos Metabolicos extrapolados del CYP2Dé6 en la poblacion
colombiana estudiada (n=288).

gML: Metabolizadores Lentos 0 13 4.51 2.6-7.6
eMR1: Metab. Rapidos 1. Reducida 0.5-1.5 86 29.86 24.9-35.4
eMR2: Metab. Rapidos 2. Intermed. 2 141 48.96 43.2-54.7
e¢MURs: Metab. Ultrarrapidos 2.5-11 48 16.66 12.8-21.4
Total 288 100
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3. ANALISIS COMPARATIVO DE LA POBLACION COLOMBIANA CON RESPECTO A
LAS POBLACIONES IBEROAMERICANAS

Las frecuencias de genotipos, alelos y fenotipos extrapolados que presenta la poblacion
colombiana aqui estudiada se compararon con las observadas en diferentes poblaciones

representativas de la poblacion general de Iberoamérica publicadas hasta la fecha (Tablas

XX-XXI y Figuras 5-7).

3.1. Analisis de las frecuencias genotipicas del CYP2D6

El andlisis comparativo de las frecuencias genotipicas del CYP2D6 se realizd con las
frecuencias de aquellas poblaciones que analizaron, al menos, las mismas variantes alélicas
que la poblacion colombiana de estudio (Tabla XX).

Pudo observarse que en las 5 poblaciones comparadas, las frecuencias mas altas fueron para
los genotipos *1/*1, *1/*2 y *1/*4. El genotipo *1/*2 fue el mas frecuente en las poblaciones de
Colombia, Costa Rica y Ecuador, mientras que el genotipo *1/*1 fue el mas frecuente en las

dos poblaciones mexicanas con las que se compar6 (Tabla XX).

Tabla XX. Comparacién de las frecuencias genotipicas (%) del CYP2D6 en la poblacién
colombiana con otras poblaciones mestizas iberoamericanas.

Colombia (n=288) 57 19.8 48  16.7 33 115 Este estudio

Costa Rica (n=139) 32 23.0 28  20.1 16 115 Céspedes-Garro y cols., 2014
Ecuador (n=118) 33 28.0 30 254 12 102 Dorado y cols., 2012b
México (n=112) 15 134 50 44.6* 10 8.9 Sosa-Macias y cols., 2010
Meéxico (n=100) 26 26.0 37 37.0% 14 140 Lopez y cols., 2014

*p<0.001, comparado con la frecuencia de la poblacién colombiana con el test exacto de Fisher.
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Las frecuencias de estos tres genotipos mas frecuentes fueron similares en las poblaciones
analizadas, excepto el genotipo *1/*1, cuya frecuencia fue menor en la Colombiana (p<0.001)
respecto a las dos poblaciones mexicanas mestizas y similar a las de Costa Rica y Ecuador
(Tabla XX). El resto de los genotipos observados en estas poblaciones presentaron

frecuencias inferiores al 10%.

3.2. Analisis de las frecuencias alélicas del CYP2D6

En la Tabla XXI se muestran las frecuencias alélicas del CYP2D6 en las poblaciones
Iberoamericanas con las que se han comparado la poblacion colombiana estudiada.

En primer lugar, respecto de los alelos funcionales, es destacable el hecho de que la
frecuencia del alelo con actividad normal *35 fue del 3.5%, similar a la encontrada en una
poblacion mestizo mexicana (4.1%) (Sosa-Macias y cols., 2010). Esta variante solo se ha
evaluado en otras tres poblaciones mestizas Iberoamericanas: en una poblacién mexicana
mestiza de Chiapas (Lopez y cols., 2014), una de Costa Rica (Céspedes-Garro y cols., 2014) y
otra de Ecuador (Dorado y cols., 2012), presentando unas frecuencias mas bajas que en las
poblaciones anteriores (0.0, 0.4 y 0.8 %, respectivamente).

En relacién a las variantes alélicas del CYP2D6 no funcionales, las frecuencias que presenta
esta poblacion mestiza de Colombia son similares a las del resto de las poblaciones mestizas
estudiadas. Entre las frecuencias de alelos no funcionales del CYP2D6, en todas las
poblaciones mestizas, la variante *4 es la mas frecuente, seguida de las variantes *5, *3 y *6,

en este orden.
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Tabla XXI. Comparacién de las frecuencias alélicas (%) del CYP2D6 en la poblacion colombiana con el resto de poblaciones mestizas iberoamericanas.

Alelos Alelos de Alelos
: Alelos No- o
Poblaciones funcionales funcionales (%) actlYldad Multiplicados Referencias
Mestizas (%) reducida (%) con actividad
3 *4 *10 *17 *41 (%)

Brasil 89 - - 20 100 - - -- - - - Silveira y cols., 2009
Chile 253 - - 1.0 120 - - -- - - - Roco y cols., 2012
Colombia 121 - - 1.2 194 08 0.0 - 1.6 - 1.2 Isaza y cols., 2000
Colombia 288 20.7 3.5 03 17.7 14 0.7 05 0.0 49 9.7 Presente estudio
Costa Rica 139 180 04 14 104 32 07 1.1 22 61 54 Céspedes-Garro y cols., 2014
Cuba 126 - - 00 143 16 12 08 102 -- 4.7 LLerena y cols., 2012
Ecuador 118 314 08 04 106 21 0.0 13 04 25 0.8 Dorado y cols., 2012b
EE.UU. 264 18.0 -- 02 100 1.7 04 28 02 95 0.8 Luo y cols., 2005

EE.UU. 50 - - 0.0 170 2.0 0.0 1.0 20 0.0 3.0 Casner y cols., 2005
EE.UU. 349 22.8 -- 03 103 23 -- 74 07 - 1.0 Mendoza y cols.,2001
EE.UU. 243 193 - 14 112 27 - 125 1.7 - 6.4 Lopez y cols., 2005
México 110 - - 09 131 -- 0.0 2.3 - - - Sosa-Macias y cols., 2006
México 112 107 41 0.8 131 13 0.0 23 00 22 4.1 Sosa-Macias y cols., 2010
México 125 - - 12 56 - 00 - - - - Salazar-Flores y cols., 2012
México 100 235 0.0 0.0 11.0 2.0 0.0 1.0 0.0 0.0 1.5 Lopez y cols., 2014
México 96 25.5 - 00 141 20 -- 26 0.0 - 3.6 Contreras y cols., 2011
Nicaragua 98 - - 0.0 142 4.6 0.0 31 00 - 2.0 LLerena y cols., 2012
Venezuela 100 - - 00 165 - 05 - - - - Griman y cols., 2009
Venezuela 149 37.9 -- 00 134 20 1.2 40 - -- -- Griman y cols., 2012
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Con respecto a las variantes del CYP2D6 con actividad disminuida, tanto la variante
*10 como la *41, es la primera vez que son evaluadas en una poblacién colombiana.
Como puede observarse en la Tabla XXI, la variante CYP2D6%*10 (0.5%) presentd la
frecuencia mas baja de las observadas en las diferentes poblaciones iberoamericanas
siendo estadisticamente significativa mas baja que la presenten en la poblacion
nicaragtiense (p<0.05; LLerena y cols., 2012), venezolana (p<0.005), asi como también en
dos poblaciones mexicanas (p<0.0001; Mendoza y cols., 20011; Lopez y cols., 2005).
Entre estas variantes, hay que destacar también que la CYP2D6*41 que presentd una
frecuencia del 4.9%, siendo esta frecuencia mas alta (p<0.05) que las encontradas en
otra poblacion mestiza de México (Sosa-Macias y cols., 2010) y de Ecuador (Dorado y
cols., 2012), que fue del 2.2 y 2.5 %, respectivamente. Esta variante también se ha
evaluado en otras dos poblaciones mestizas mexicanas, aunque no se encontrd ningtin
individuo portador de la misma (Lépez M y cols., 2014; Casner y cols., 2005). Por otro
lado, la frecuencia de esta variante en la poblacién colombiana fue menor que la
observada en una poblacion de Costa Rica (Céspedes-Garro y cols., 2014) y otra
mexicana de EE.UU. (Luo y cols., 2005) que fueron del 6.1% y 9.5 %, respectivamente,
aunque solo present6 diferencia significativa con esta tltima (p=0.0032)

Otra de las variantes alélicas del CYP2D6 con actividad disminuida que se ha evaluado
fue la variante CYP2D6*17. Aunque esta variante no fue observada en la poblacion de
estudio, si se observd en la otra poblacién colombiana estudiada previamente (Isaza y
cols., 2000), presentando una frecuencia del 1.7%. Este alelo se presenta con mayor
frecuencia en la poblacién cubana (LLerena y cols., 2012) con una frecuencia del 10.2%.
Por otro lado, entre de las variantes con actividad disminuida (Gaedick y cols., 2009),

cabe destacar la presencia del alelo CYP2D6*69 en esta poblacion colombiana, aunque
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la frecuencia encontrada fue muy baja (0.17%) puesto que fue observada en tnico
individuo. Aunque como se ha referido anteriormente, falta confirmacion mediante
secuenciacion.

En cuanto a la actividad aumentada, las multiplicaciones de alelos activos CYP2D6, en
esta poblacion colombiana se ha observado la frecuencia la mas alta hasta la fecha
presentes en poblaciones generales iberoamericanas, siendo casi el 10%, mucho mayor
que la presente en el resto de poblaciones (p<0.05), excepto en una poblacién mestiza
mexicana, que aunque diferente (6.4%; Lopez y cols., 2005) esta diferencia no es

estadisticamente significativa.

3.3. Analisis de los fenotipos metabdlicos extrapolados del genotipo

En la Figuras 5 y 6 se muestran los porcentajes de los fenotipos metabdlicos
extrapolados del genotipo CYP2D6 (gMLs y gMURs) en diferentes poblaciones
mestizas de Iberoamérica previamente estudiadas. En la Figura 5 se ha incluido las
frecuencias de los genotipos extrapolados en la poblacidon espafiola (LLerena y cols.,
2007).

En relacién al porcentaje de individuos gMLs (Figura 5), la frecuencia encontrada en
esta poblacion colombiana fue del 4,5%, no existiendo diferencias significativas con
ninguna de las anteriormente publicadas. Esta frecuencia es superior a la mayoria de
las poblaciones mestizas iberoamericanas, aunque algo inferior a la frecuencia

observada en otra poblacion colombiana, que fue del 6.6% (Isaza y cols., 2000).
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Figura 5. Porcentajes (%) de Metabolizadores lentos (gMLs) extrapolados del genotipo en
diferentes poblaciones mestizas de Iberoamérica previamente estudiadas.
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Con respecto a los porcentaje

de individuos metabolizadores ultrarrapidos (gMURs),

el porcentaje encontrado en esta poblacién colombiana fue el mas alto encontrado

hasta la fecha en ninguna otra de las poblaciones mestizas de Iberoamérica (Figura 6),

siendo este del 16.6%.

La diferencia con el resto de poblaciones fue significativamente mas alta (p<0.001),

siendo estas frecuencias de entre el 2.6% calculada para la poblacion ecuatoriana

(Dorado y cols., 2012) y el 6.1% de la poblacion espafiola (LLerena y cols., 2012). La

poblacion con un porcentaje mas cercano, aunque inferior (p<0.01), fue una poblacion

mestiza mexicana que se le ha calculado una frecuencia del 9.1% (Lépez y cols., 2005).
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Figura 6. Porcentajes (%) de Metabolizadores Ultrarrapidos (gMURs) extrapolados del genotipo
en diferentes poblaciones mestizas de Iberoamérica previamente estudiadas.
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De acuerdo a estos resultados, también se observa que un 21% de la poblaciéon
colombiana presenta fenotipos gMLs o gMURs (Figura 7). Esto es un porcentaje mas
elevado que la del resto de poblaciones mestizas iberoamericanas, que van del 0 al
11.5% (Figura 7). La tnica poblacion con un porcentaje similar seria la poblacion
espafola, con un porcentaje acumulado del 14.8%, aunque inferior a la observada en

esta poblacion colombiana.
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Figura 7. Porcentajes acumulados (%) de Metabolizadores Ultrarrapidos (gMURs) y ;etabolizadores Lentos (gMLs) extrapolados del genotipo en diferentes
poblaciones mestizas de Iberoamérica previamente estudiadas.

México (Salazar-Flores y cols., 2012) ' 0.0
Brasil (Da Silva y cols., 2009)

EE.UU. (Mendoza y cols. 2001) ® MLs% m MURS %

Chile (Roco y cols., 2012)
Venezuela (Griman y cols., 2012)

Venezuela (Griman y cols., 2009)

México (Sosa Macias y cols., 2006)

N
~N
(=

e
N
N

EE.UU. (Luo y cols. 2005)
EE.UU. Casner y cols. 2005)

Ecuador (Dorado vy cols., 2012)

(=)}

(=)
(=Y
<
)]
—,
o
—
L
~
—

Colombia (Isaza y cols., 2000)

>
-
w
[y

Nicaragua (LLerenay cols., 2012)

Lo
vl

)
=
—

México (Sosa Macias y cols., 2010)

Cuba (LLerenaycols., 2012)

S
N
—
U
N
—

México (Contreras y cols., 2011)

8,5 (

Espaiia (Llerenay cols., 2007)

8
=

EE.UU. (Lépezy cols. 2005)

(=Y

Costa Rica (Céspedes-Garroy cols., 2014)

Colombia (presente estudio)




Discusion

V. DISCUSION

1. POLIMORFISMO GENETICO DEL CYP2D6 EN LA POBLACION COLOMBIANA
1.1. Frecuencias genotipicas del CYP2D6 en la poblacion colombiana
1.2. Frecuencias alélicas del CYP2D6 en la poblacion colombiana
1.3. Fenotipos metabolicos extrapolados del CYP2D6 en la poblacion colombiana

2. ANALISIS COMPARATIVO DEL CYP2D6 EN LA POBLACION COLOMBIANA

RESPECTO DE LAS POBLACIONES IBEROAMERICANAS
2.1. Analisis de las frecuencias genotipicas del CYP2Dé6
2.2. Analisis de las frecuencias alélicas del CYP2D6
2.3. Analisis de los fenotipos extrapolados del genotipo CYP2Dé6
3. DIFERENCIAS ENTRE LOS VOLUNTARIOS SANOS PARTICIPANTES
3.1. Factores psicoldgicos y psicopatologia
3.2. Participacion en estudios clinicos
4. IMPLICACIONES CLINICAS PARA LAS POBLACIONES LATINOAMERICANAS
4.1. Implicaciones clinicas
4.2. Potenciales implicaciones para las poblaciones iberoamericanas

75

75

76
78
80

81
82
83
85
86
87
88
89
89
90



Discusion

V. DISCUSION

1. POLIMORFISMO GENETICO DEL CYP2D6 EN LA POBLACION COLOMBIANA

En este estudio del analisis del polimorfismo genético del gen CYP2D6 en la poblacion
colombiana, se analizan por primera vez, en esta poblacion, diferentes alelos relativamente
frecuentes en poblaciones caucasicas y asiaticas como son las variantes CYP2D6*10, *35 y *41.
Otro hecho destacable es la discriminacion de las multiplicaciones de alelos no funcionales y
el analisis del nimero de copias de este gen. Ademas, cabe destacar el alto nimero de
individuos participantes analizados en comparacion con el anterior estudio realizado en una
poblacion colombiana (Isaza y cols, 2000) siendo mdas del doble (288 ws. 121,

respectivamente).

1.1. Frecuencias genotipicas del CYP2D6 en la poblacion colombiana

De acuerdo a los resultados del andlisis de las frecuencias genotipicas en la poblacién
colombiana estudiada, se pudo observar que los genotipos mas prevalentes, como cabria
esperar, fueron aquellos con funciéon normal CYP2D6*1/*2 y CYP2D6*1/*1 con un porcentaje
del 19.8% y 16.7%, respectivamente. Esto significa que en torno al 36% de la poblacion es
portadora de estos genotipos, a los que si se le suma la frecuencia del genotipo CYP2D6*2/*2
(5.2%) resulta que algo mas del 40% de esta poblacion tendria alguno de estos tres genotipos
con actividad normal. Los restantes genotipos con frecuencia superior al 5% de frecuencia
fueron CYP2D6*1/*4 y CYP2D6*1/*41 con unas frecuencias del 11.5% y 5.2% respectivamente.
El resto de las frecuencias encontradas fueron inferiores al 5% destacando el 4.2% de
individuos portadores del alelo no funcional CYP2D6*4 en homocigosis, lo que serian

individuos genotipicamente metabolizadores lentos (gMLs).
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Estas frecuencias son similares a las reportadas en el estudio previo en una poblacion
colombiana (Isaza y cols.,, 2000), donde el genotipo mas frecuente también fue el
CYP2D6*1/*2, seguido de CYP2D6*1/*4, CYP2D6*2/*2 y CYP2D6*1/*1, todos con una
frecuencia superior al 10% (28.9%, 21.5%, 17.3% y 11.6%, respectivamente).

Por otro lado, en esta poblacidn, y a diferencia de la anterior (Isaza y cols., 2000), se ha
evaluado la presencia de individuos portadores de los alelos con actividad disminuida
CYP2D6*10 y *41, pudiéndose observar la presencia de tres individuos con genotipos *1/*10,
*2/*10 y *4/*10, ademas de 28 individuos portadores del alelo CYP2D6*41.

Con respecto a los genotipos con alguno de los alelos multiplicados, los mas frecuentes
fueron CYP2D6%*1x2/*2, *1x2/*1 y *1x3/*2, con una frecuencia del 4.5%, 3.6% y 1.7%,
respectivamente. En relacién a estos individuos con multiplicaciones, destacar que se
observaron individuos con 4, 5, 6 y hasta 11 copias del gen CYP2D6, siendo la primera vez
que se determina el nimero de copias del CYP2D6 en la poblacion colombiana.

Por otro lado, tal y como se expone en las Tablas XVII y XVIII, se observo en esta poblacion
un gran numero de individuos con multiplicaciones del CYP2D6. En esta poblacién se ha
encontrado una de las poblaciones con un mayor niimero de individuos con multiplicaciones
del gen CYP2D6 de todos los reportados hasta la fecha (LLerena y cols., 2014b), siendo este el
16.6% de la poblacion estudiada. Este resultado es sin duda la mayor diferencia entre las dos
poblaciones colombianas estudiadas, lo que nos puede indicar que a pesar de ser dos
poblaciones clasificadas como mestizas, el fondo genético de las dos debe ser diferente.

Es por ello que se hace necesario en posteriores estudios clasificar y agrupar a los diferentes
individuos no por el color de la piel, su origen geografico o cultural, sino por estudios de
ancestria genética, tal y como propone el protocolo del Proyecto MESTIFAR, encuadrado en

el Consorcio CEIBA de la RIBEF (Sosa-Macias y cols., 2015).
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1.2. Frecuencias alélicas del CYP2D6 en la poblacion colombiana

Las variantes alélicas incluidas en el presente estudio son aquellas que son relativamente
frecuentes en poblaciones caucasicas (*2, *3, *4, *5, *35 y *41), africanas (*17 y *5) y amerindias
(6 y *10), asi como una nueva variante *69 y las multiplicaciones del gen CYP2D6.

Los alelos mas frecuentes fueron los alelos funcionales CYP2D6*1 y *2, con una frecuencia
del 39.9% y 20.7%, respectivamente (Tabla XVIII). Estos resultados fueron similares a los
encontrados previamente en otra poblacién colombiana (Isaza y cols., 2000), que fueron del
38.8 y 37%, respectivamente. Por otro lado, el alelo CYP2D6*35 es la primera vez que se
analiza en la poblacion colombiana, con una frecuencia del 3.4%.

La frecuencia de la suma de los alelos no funcionales (CYP2D6*3, *4, *5, *6) en la poblacion
colombiana estudiada es del 20.5% incluyendo el CYP2D6*4x2 (Tabla XVIII). De estos, el mas
frecuente fue el alelo CYP2D6*4, con casi el 18%, siendo similar a la descrita anteriormente en
otra poblacién colombiana (19%; Isaza y cols., 2000).

Las diferencias (p<0.05) en las frecuencias observadas en esta poblacion y la anteriormente
estudiada (Isaza y cols., 2000) de estos a alelos no funcionales se encuentran tanto en la
frecuencia del alelo CYP2D6*3 como en la del CYP2D6*5, donde la frecuencia en la poblacién
de estudio fue mas baja y mas alta con respecto a la otra colombiana, respectivamente (*3: .35
% vs. 1.4%; y *5: 1.4 vs. 0.8%).

Ademas, la variante CYP2D6%6 en la poblacién colombiana estudiada ha sido del 0.69%,
frecuencia muy baja aunque presente en esta poblacion, puesto que en otra poblacion
colombiana, este alelo no fue encontrado en ninguna de las muestras analizadas (Isaza y

cols., 2000).
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En relacién a las variantes con actividad disminuida, destacar que es la primera vez que se
analiza el alelo CYP2D6*10 en la poblacion colombiana, puesto que no fue determinado en el
otro estudio de una poblacion colombiana (Isaza y cols., 2000). En esta poblacion colombiana
estudiada la frecuencia fue de 0.52%.

Respecto al alelo CYP2D6*17, esta variante no fue encontrada en la poblacién en estudio,
mientras que en la otra poblacidon colombiana estudiada tuvo una frecuencia de 1.6% (Isazay
cols., 2000).

Por otro lado, destacar también que es la primera vez que se analiza el alelo CYP2D6*41 en la
poblacion colombiana, observandose una frecuencia relativamente alta, de casi el 5%.

En este estudio hay que destacar la presencia del alelo CYP2D6*69 en la poblacion
colombiana estudiada. La frecuencia encontrada fue muy baja (0.17%) y tnicamente se
observd en un unico individuo. Lo interesante es que es la primera vez que se determina en
una poblacion, puesto que, hasta la fecha, solo se habia observado en un individuo caucasico
metabolizador lento del CYP2D6 (Gaedick y cols., 2009). Esta variante da lugar a un alelo
CYP2D6 con actividad disminuida. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente,
habria que confirmar la presencia de este alelo mediante técnicas de secuenciacion puesto
que, con las técnicas utilizadas, podria identificarse como *10x2/*41 o *10/*41x2. Por tanto la
presencia de este alelo habria que tomarla con cautela hasta su confirmacion.

En relacién a los alelos multiplicados, en la muestra colombiana analizada se encontré una
frecuencia de alelos funcionales multiplicados muy superior a la encontrada en la poblacion
colombiana estudiada anteriormente (9.8% vs. 1.2%, p<0.05), lo que supone la diferencia mas
destacada entre las dos poblaciones colombianas estudiadas hasta la fecha.

En el presente trabajo, se esperaba encontrar una poblacién con una distribucion de

frecuencias alélicas del CYP2D6 correspondiente al origen triétnico de esta poblaciéon. Esto
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fue asi, excepto por la no aparicién de ningtn individuo con la variante CYP2D6*17, la cual
es relativamente frecuente en poblaciones negras africanas o negras iberoamericanas

(Llerena y cols., 2012; 2014b).

1.3. Fenotipos metabodlicos extrapolados del CYP2D6 en la poblacion colombiana

Sobre los fenotipos metabolicos extrapolados, cabe destacar el alto porcentaje de individuos
gMUR en la poblacion colombiana estudiada (16.6%), muy superior al 1.7% de los individuos
en la poblacion colombiana estudiada anteriormente. Razones que podrian esta gran
diferencia serian 1) diferencia del mestizaje de las dos poblaciones o 2) sesgo de seleccion por
el reclutamiento en la poblacién de estudio, de acuerdo a la hipotesis de la relacion del
genotipo CYP2D6 y personalidad (Penas-Lled6 y LLerena, 2014; Penias-LLed6 y cols., 2009;
LLerena y cols., 1993). Sin embargo, esta tltima posibilidad se descartd cuando se realizd la
comparacion por tipo de reclutamiento de los voluntarios sanos, puesto que no se
encontraron diferencias. Este es el andlisis se discute mas adelante.

Por el contrario, la frecuencia de individuos gMLs fue similar entre la poblacion aqui
estudiada (aunque algo mas baja) y la anterior (Isaza y cols., 2000), siendo del 4.5 y 6.6%,
respectivamente. Una explicacion es el similar porcentaje de la variante no funcional

CYP2D6*4 en estas dos poblaciones (Tabla XVIII).
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2. ANALISIS COMPARATIVO DEL CYP2D6 EN LA POBLACION COLOMBIANA

RESPECTO DE LAS POBLACIONES IBEROAMERICANAS

Este objetivo tenia como finalidad evaluar diferencias en las frecuencias de polimorfismos
genéticos del CYP2D6 en la poblacion colombiana estudiada respecto de otras poblaciones
generales iberoamericanas, excluyendo poblaciones definidas étnicamente. Las poblaciones
generales que se han seleccionado fueron aquellas que sus autores las han definido como
mestizas, aunque las poblaciones iberoamericanas son muy heterogéneas, puesto que son
producto de la fusion entre individuos de origen amerindio local con grupos poblacionales
de diversas nacionalidades y grupos étnicos, principalmente de origen europeo, africano y
asiatico. Entonces, no es posible definir a la poblacién iberoamericana mestiza como una
poblacion tnica, ni homogénea, sino que debe ser interpretada como una poblacién variable,
heterogénea, y con caracteristicas genéticas particulares.

La comparacion de las frecuencias de los diferentes alelos del gen CYP2D6 con las reportadas
en la bibliografia en las diferentes poblaciones iberoamericanas presenta algunas
limitaciones, por ejemplo, existen diferencias en la metodologia de analisis y discriminacién
de alelos del CYP2De6, puesto que en algunos articulos no distinguen entre alelos CYP2D6*1
y CYP2D6*2, y se reportan combinados, o bien son definidos por otros polimorfismos. Asi
también por el andlisis discriminatorio de alelos multiplicados de variantes no funcionales o
funcionales del gen.

Por tanto, la comparacion principal que se ha realizado ha sido por un lado, agrupando a los
alelos por funcién o actividad (con actividad, sin actividad, actividad disminuida o

incrementada) y, por otro lado (con las poblaciones que ha sido posible), comparando el

81



Discusion

fenotipo extrapolado del genotipo CYP2D6 (gMRs, gMLs y gMURs), tal y como se describe

en el capitulo de Material y Métodos.

2.1. Anadlisis de las frecuencias genotipicas del CYP2D6

Como se ha comentado anteriormente, la determinacion de los diferentes alelos no se hizo
exactamente igual en todas las poblaciones mestizas iberoamericanas, por lo que para la
comparativa de las frecuencias genotipicas del CYP2D6 se realizd con las frecuencias de
aquellas poblaciones mestizas que analizaron, al menos, las mismas variantes alélicas del
CYP2D6 que la poblacion colombiana de estudio (Tabla XVIII). En todas las poblaciones
comparadas, las frecuencias mas altas fueron siempre para los genotipos *1/*1, *1/*2 y *1/*4,
siendo el genotipo *1/*2 el mas frecuente en las poblaciones de Colombia, Costa Rica y
Ecuador, y el genotipo *1/*1 fue el mas frecuente en las dos poblaciones mexicanas con las
que se compardé (Tabla XX). Este resultado es coherente con la mayor frecuencia de los alelos
con actividad funcional *1 y *2 en estas poblaciones. Ademads, destacar también que el
genotipo *1/*4 se observo con una frecuencia alrededor del 10%, lo que podria indicar la
potencial influencia en todas estas poblaciones de una ancestria europea, en concreto,
espafiola, puesto que la frecuencia de este alelo no funcional CYP2D6*4 es relativamente
frecuente en la poblacién espanola.

Estos tres genotipos suponen mas del 50% de los genotipos que presentan las poblaciones
comparadas (Céspedes-Garro y cols., 2014; Dorado y cols., 2012; Sosa-Macias y cols., 2010
Lopez y cols., 2014) que comprenden del 54.6% al 77%, con excepcion de la poblacion
colombiana a estudio en la que el porcentaje de estas tres variantes no supera el 50%, en

concreto el 48%.
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El resto de los genotipos observados en estas poblaciones presentaron frecuencias inferiores
al 10% (Céspedes-Garro y cols., 2014; Dorado y cols., 2012; Sosa-Macias y cols., 2010

Lopez y cols., 2014). Estas diferencias son explicables partiendo de la diferencia existente en
la ancestria de las poblaciones mestizas de Iberoamérica, con un mayor o menor influencia

europea, africana o amerindia en el acervo genético de las poblaciones.

2.2. Analisis de las frecuencias alélicas del CYP2D6

Los alelos con actividad normal (*1, *2 y *35) fueron los mas frecuentes (64.8%) en la
poblacion colombiana, similar a la presente en una poblacién cubana mestiza (LLerena y
cols., 2012) y otra mexicana mestiza (Lopez y cols., 2005) siendo estas del 67.2 y 64.1%,
respectivamente. A su vez, estas frecuencias son algo mas bajas que las presentes en la
mayoria de las poblaciones mestizas iberoamericanas que van del 70 al 93% (Tabla XXI).

Se determinoé la presencia del alelo CYP2D6%35, el cual solo se ha evaluado en otras cuatro
poblaciones mestizas Iberoamericanas, en dos poblaciones mexicanas mestizas (Sosa-Macias
y cols., 2010; Lépez y cols., 2014), una de Costa Rica (Céspedes-Garro y cols., 2014) y otra de
Ecuador (Dorado y cols., 2012), presentando todas ellas unas frecuencias mas bajas para este
alelo, excepto una de las poblaciones mestizas mexicana (Sosa-Macias y cols., 2010), la cual
fue similar a la colombiana.

Los alelos con actividad reducida (CYP2D6*10, *17, *41), tienen una frecuencia muy variable
en las diferentes poblaciones iberoamericanas analizadas. El alelo CYP2D6*10 se ha
encontrado con una frecuencia menor del 5% en la mayoria de las poblaciones analizadas
(Tabla XXI), excepto dos poblaciones mestizas de México que fueron del 7.4 y 12.5%
(Mendoza y cols., 2001; Lépez y cols., 2005). La frecuencia de este alelo encontrada en esta

poblacion colombiana, fue la mas baja observada en poblaciones iberoamericanas, siendo
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similar a algunas de ellas, aunque diferente a otras como la poblacién nicaragiiense (p<0.05;
LLerena y cols.,, 2012), venezolana (p<0.005), y dos poblaciones mexicanas (p<0.0001;
Mendoza y cols., 20011; Lopez y cols., 2005) (Tabla XXI).

Respecto al alelo CYP2D6*17, en esta poblacion no fue observada, al igual que en otras
mestizas de México, Nicaragua o Espafia (Tabla XXI). En las poblaciones mestizas que se ha
observado, la frecuencia siempre ha sido menor al 2%, excepto un una poblacion mestizo
cubana, la cual present6 un porcentaje de este alelo del 10.2% (LLerena y cols., 2012).

El alelo CYP2D6%*41 fue estudiado anteriormente en solo dos poblaciones mestizas
iberoamericanas de Ecuador y México (Dorado y cols., 2012; Lopez y cols., 2014), aunque en
esta ultima este alelo no fue observado. La frecuencia en esta poblacién colombiana (4.9%) ha
sido la mas alta que la observada la poblacion ecuatoriana que fue del 2.2% (Dorado y cols.,
2012).

En relacién a las variantes alélicas del CYP2D6 no funcionales, las frecuencias que presenta
esta poblacion mestiza de Colombia (20.1%) son similares a las del resto de las poblaciones
mestizas estudiadas (13-23% del total). Por otro lado, dentro de las frecuencias de alelos no
funcionales del CYP2D6, en todas las poblaciones mestizas, al igual que en la espafiola, la
variante *4 fue la mas frecuente, seguida de las variantes *5, *3 y 6.

Por ultimo, en relacion a los alelos multiplicados del CYP2D6, estos presentaron una
frecuencia bastante variable en las diferentes poblaciones mestizas evaluadas. Hasta la fecha,
la mayor frecuencia de alelos multiplicados (con actividad) descritos en una poblacion
mestiza iberoamericana fue del 6.4% (Lopez y cols., 2005) en una poblacion mexicana, y la

menor en una ecuatoriana que fue del 0.8% (Dorado y cols., 2012).
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En la muestra colombiana analizada se ha encontrado la mayor frecuencia de alelos
funcionales multiplicados del CYP2Dé6 hasta la fecha en una poblacion mestiza de

Iberoamérica, siendo esta de casi el 10% del total (9.7%).

2.3. Analisis de los fenotipos extrapolados del genotipo CYP2D6

Por ultimo se realizd un analisis comparativo respecto de los porcentajes de los fenotipos
metabolicos extrapolados del genotipo CYP2D6 (gMLs y gMURs) en diferentes poblaciones
mestizas de Iberoamérica previamente estudiadas. En relacion al porcentaje de individuos
gMLs del CYP2D6 (4,5%), fue similar a las anteriormente publicadas, aunque algo superior a
la mayoria de las poblaciones mestizas iberoamericanas (Figura 5 y algo inferior a la
frecuencia observada en otra poblacion colombiana y espafiola, que fueron del 6.6 y 7.6%,
respectivamente (Isaza y cols., 2000; LLerena y cols., 2012).

El resultado mas destacable se encuentra en relacién al alto porcentaje de individuos gMURs
(16.6%), potenciales metabolizadores ultrarrdpidos. La frecuencia en esta poblacion
colombiana fue la mas alta encontrada de todas las poblaciones mestizas de Iberoamérica
estudiadas (Figura 6). Solo en una poblaciéon mestiza mexicana se ha encontrado un

porcentaje cercano (9.1%), aunque inferior (Lopez y cols., 2005).
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3. DIFERENCIAS ENTRE LOS VOLUNTARIOS SANOS PARTICIPANTES

Para evaluar diferencias entre los dos grupos de voluntarios sanos reclutados se evalud la
potencial diferencia del polimorfismo genético CYP2D6 segun el origen la Universidad PUJ y
la Academia Militar ESUFA, sin encontrar diferencia alguna.

En estudios anteriores se habia observado relacion con la personalidad (LLerena y cols.,
1993) y el polimorfismo genético CYP2D6. Los efectos sobre el comportamiento podria
provocar el sesgo de seleccion sobre los sujetos participantes en ensayos clinicos. Esto fue
previamente observado por nuestro grupo en un estudio en Espafia (LLerena y cols., 1989),
asi como también en posteriores estudios sobre potenciales relaciones entre el
comportamiento y los sujetos participantes en ensayos clinicos (Farré y cols.,, 1995,
Gustavsson y cols., 1997; Marcus y Schiitz, 2005; Almeida y cols., 2008).

Con respecto a los resultados obtenidos, no se encontraron diferencias significativas ni en las
frecuencias alélicas ni genotipicas del CYP2D6 entre los dos grupos de participantes (Tablas
XIV, XV y XVI) colombianos agrupados por su origen poblacional: alumnos y profesores de
la Pontificia Universidad Javeriana de Bogota y de la Escuela de Suboficiales de la Fuerza
Aérea Colombiana (ESUFA) en Madrid, ambas en Colombia.

Cabe destacar que tanto el porcentaje de individuos de gML como gMURs fue algo mayor
(Tabla XVI), aunque no estadisticamente significativo, en la poblacion de la Universidad
Javeriana que en la de la Academia Militar (5.6% y 20.1% vs. 3.5% y 13.9%, respectivamente).
De cualquier forma, se mantiene en ambos grupos el alto porcentaje de individuos gMURs.
Por tanto, con base en estos resultados, no se puede afirmar que exista un sesgo en la
seleccion de los participantes debida a su origen en la poblacién colombiana estudiada, por

tanto la poblacidn fue evaluada en todo el estudio como una sola.
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3.1. Factores psicoldgicos y psicopatologia

En trabajos preliminares en la poblacion sueca (Bertilsson y cols., 1989) y espafiola (LLerena,
1988; LLerena y cols., 1989) se postulo la relacion del polimorfismo genético CYP2D6 con la
personalidad, generando la hipodtesis de la potencial implicacion del CYP2D6 en el
metabolismo de alguna amina de accion en el Sistema Nervioso Central, con potenciales
implicaciones en la conducta (LLerena y cols., 1993). En los resultados previos donde se
encontré una mayor frecuencia de MLs de la esperada en voluntarios participantes en
ensayos clinicos (LLerena y cols., 1989). En esta poblacion se hipotetizd que la ocupacion
podria estar relacionada con el polimorfismo CYP2D6 (LLerena 1988), lo que podria
explicarse por la relacion entre la actividad del CYP2D6 y el funcionamiento psicologico. Por
tanto, el papel del CYP2D6 sobre sustratos endogenos y sus potenciales efectos en el
comportamiento, y su implicacion en actividad profesional podria provocar el sesgo de
seleccidn sobre los sujetos participantes en ensayos clinicos, en funcion de la metodologia de
reclutamiento (poblacidn universitaria frente a otras). Estudios posteriores evaluaron la
relacidn entre el polimorfismo CYP2D6 y personalidad en distintas poblaciones del mundo,
abordando diferentes aspectos de este complejo fenotipo, en la poblacién cubana (Gonzélez
2006, Gonzalez y cols., 2008) y en neozelandeses (Roberts y cols.,, 2004), entre otras.
Adicionalmente se profundizé en el estudio de otros aspectos relacionando el polimorfismo
CYP2D6 con aspectos de la neurocognicion (Pacheco Puig 2008; Penas-Lledd y cols., 2009).
Todo ello permitio6 relacionar el polimorfismo CYP2D6 no con factores psicoldgicos, (Dorado
y cols., 2007), lo que podria justificar los estudios posteriores en los que se ha encontrado
potencial implicacion del CYP2D6 en psicopatologia, trastornos del comportamiento
alimentario (Pefias-Lledd y cols., 2011, 2012) y en estudios recientes con diferentes aspectos

del suicidio (Pefias-Lledd y LLerena, 2014).
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3.2. Participacion en estudios clinicos

La influencia de la personalidad en la participacion en estudios clinicos es conocida
(Almeida y cols., 2008; Farré y cols., 1995; Gustavsson y cols., 1997; Marcus y Schiitz, 2005).
Por tanto debido a la implicacion del polimorfismo CYP2D6 en la personalidad, se ha
postulado su relevancia en la participacion de voluntarios sanos en estudios de investigacion
clinica (LLerena y cols., 1988; Pefias-Lled¢ y LLerena, 2014), ello podria implicar la existencia
de un potencial sesgo de seleccidn (sobrerrepresentacion de MLs del CYP2D6) en voluntarios
sanos participantes en Ensayos Clinicos (Bertilsson y cols., 1989; LLerena y cols., 1989; 1993;
2007; Dorado y cols., 2007; Gonzadlez y cols., 2008; Pefias-LLed6 y cols., 2009; 2011; 2012). La
base de esta hipotesis se encuentra en la relacion del polimorfismo CYP2D6 y el metabolismo
endogeno en el cerebro (Miksys y Tyndale, 2002; Yu y cols., 2003). Su relaciéon con la
personalidad (LLerena y cols., 1989; Gonzalez y cols., 2008), neurocognicion y psicopatologia
(Dorado y cols., 2007; Pefias-LLed6 y cols., 2009), incluyendo esquizofrenia (Llerena y cols.,
2007), Trastornos del Comportamiento Alimentario (Pefias-LLed6 y cols., 2012) vy
comportamiento suicida (Pefias-LLed6 y cols., 2011) han sido descritas. La relacién de los
polimorfismos del CYP2D6 con la conducta, y de esta con la participacién en estudios
clinicos, permite hipotetizar la posible existencia de una infra- o sobrerrepresentacion de
determinados feno-/genotipos metabolicos en los participantes en estudios clinicos, lo que
seria de enorme transcendencia clinica en el uso clinico de los datos obtenidos en Ensayos
Clinicos.

El presente estudio estuvo compuesto por dos ambientes académicos, una de la Escuela de
las Fuerzas Armadas, el otro una Universidad general, la PU]J. Toda la poblacion de estudio

estuvo constituida por alumnos y docentes, no se observo diferencia entre ambos grupos.
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4. IMPLICACIONES CLINICAS PARA LAS POBLACIONES

LATINOAMERICANAS

4.1. Implicaciones clinicas

Con base en estos resultados, parece ser que la poblaciéon colombiana estudiada se asemeja
genéticamente mucho mas a una poblacidén caucdsica europea que a una asidtica o africana,
debido a un bajo porcentaje de alelos caracteristicos de estas poblaciones, como son las
variantes CYP2D6*10 y CYP2D6*17, respectivamente. Ademas, desde el punto de vista de la
farmacoterapéutica clinica, habria que tener en consideracion el alto porcentaje de
individuos que potencialmente no van a responder a los tratamientos con farmacos sustratos
CYP2D6, debido al alto nimero de individuos portadores de multiplicaciones del gen
CYP2D6 en esta poblacion.

Por lo tanto, es posible asumir que existe variabilidad interétnica en la poblacién colombiana
y que deberia establecerse el origen étnico de los pacientes en esta poblacion, puesto que
habria individuos que podrian requerir recomendaciones particulares en la prescripcion de
farmacos metabolizados por el CYPD26, lo que estableceria una diferencia con las pautas de
tratamiento establecidas para la mayoria de la poblacion.

La alta frecuencia de gMUs encontrada, puede tener una importante repercusion clinica; por
ejemplo en el manejo del dolor con codeina, En este sentido las dos mayores Agencias
Reguladoras de Medicamentos del mundo, (FDA y la EMA) han restringido el uso de
codeina en Metabolizadores Ultrarrapidos (Crews y cols., 2014).

Ademas, se observa que un 21% de la poblaciéon colombiana presenta fenotipos gMLs o

gMURs (Figura 7). Este porcentaje es mucho mas elevado que la del resto de poblaciones
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mestizas iberoamericanas, que van del 0 al 11.5% (Figura 7). Esto podria significar que en
esta poblacion colombiana estudiada, potencialmente un 21% de los individuos pudieran no
responder adecuadamente a los tratamientos con sustratos CYP2D6, principalmente por falta

de efectos (gMURs) o por aparicion de efectos adversos (gMLs).

4.2. Potenciales implicaciones para las poblaciones latinoamericanas

Se ha reportado importantes diferencias en la distribucion de variantes alélicas de los genes
del citocromo P450 entre los diferentes grupos étnicos lo que seria de gran relevancia para la
poblacion latinoamericana; una parte importante de la poblacion mundial. Esta poblacion es
de variados origenes étnicos, principalmente amerindia, europea y africana.

Con el fin de desarrollar la farmacogenética en America Latina, cubrir la necesidad de
conocer la variabilidad genotipica y fenotipica de esta poblacion nace, en el afio 2006 la Red

Iberoamericana de Farmacogenética y Farmacogendmica (RIBEF) (www.ribef.com). Esta Red

promueve de forma colaborativa la investigacion en farmacogenética y farmacogendmica, y
su implementacion clinica en la poblacion Iberoamericana.

Para el estudio de la poblacién latinoamericana se crea el Consorcio CEIBA que tiene como
objetivo el estudio de la variabilidad genotipica y fenotipica aplicable en farmacogenética en
esta poblacién. Se incluyen en este estudio poblaciones de América: México, Cuba,
Nicaragua, Costa Rica, Ecuador, Colombia, Perti, Chile, Brasil, Uruguay y Argentina; y de la
peninsula Ibérica: Espafia y Portugal.

La finalidad de este Consorcio es estudiar la frecuencia genotipica y fenotipos relevantes al
metabolismo de farmacos (ente ellos: CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19) en las poblaciones
iberoamericanas. Adicionalmente se analizard el estudio de la ancestria, desde dos puntos de

vista, la declarada y molecular. Para ello se ha desarrollado un protocolo estandarizado para
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analizar las muestras, que incluyen poblaciones de Iberoamérica. Se han realizado estudios,
entre otras, en las poblaciones de Ecuador (Dorado y cols., 2012a; Dorado y cols., 2012b;
Dorado y cols., 2014); Cuba (Gonzalez y cols., 2008; Pefias-Lled¢ y cols., 2009; Llerena y cols.,
2012; 2013;,2014a; 2014b; 2014c); México (Sosa-Macias, y cols., 2010; Dorado y cols., 2011,
Lopez y cols., 2013; Sosa-Macias, y cols., 2013a y 2013b; Cuautle-Rodriguez y cols., 2014;
Lazalde-Ramos y cols., 2014) y Nicaragua (Llerena y cols., 2012).

La presente Tesis Doctoral se enmarca en el Proyecto MESTIFAR del Consorcio CEIBA de la
RIBEF (Sosa-Macias y cols., 2015), en ella que se analiza el citocromo mas relevante desde el
punto de vista clinico, el CYP2D6, en la poblacion Colombiana.

Entre los objetivos de la RIBEF se encuentra la realizacion de recomendaciones para el uso de
los farmacos en las poblaciones iberoamericanas, el conocimiento de las frecuencias de alelos
de relevancia farmacogenética. Esta informacion tendrd una relevancia en el establecimiento
de estas recomendaciones clinica. El resultado principal es haber demostrado la existencia
de una alta frecuencia de Metabolizadores Ultrarrapidos, lo que puede tener una gran
implicacion clinica.

La determinaciéon de polimorfismos en el gen CYP2D6 en la poblacion colombiana ha
permitido conocer la presencia y frecuencia de variables alélicas de los genes CYP2D6
clinicamente relevantes, asi como compararla con la informaciéon conocida en otras
poblaciones iberoamericanas. Esta informacion puede ser de gran relevancia para determinar
qué variables con impacto funcional deben ser analizadas en los ensayos clinicos y
trasladadas a la clinica. Esta informacién puede ser util para orientar el desarrollo de

estrategias de terapia farmacoldgica en Medicina Personalizada.
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Conclusiones

1. CONCLUSION GENERAL

En base a los resultados de la presente Tesis Doctoral puede afirmarse que existe de una alta
frecuencia de individuos gMURs (16.6%) en la poblaciéon colombiana, potenciales
metabolizadores ultrarrapidos, siendo la mas alta encontrada en ninguna de las poblaciones
mestizas de Iberoamérica estudiadas incluida otra colombiana previamente estudiada. Por
otro lado, la frecuencia de individuos gMLs fue similar entre la poblaciéon colombiana aqui
estudiada y la anterior. Esto se puede explicar por el similar porcentaje de la variante no

funcional CYP2D6%*4 en estas dos poblaciones.

2. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1. Las frecuencias genotipicas de multiplicaciones del gen CYP2D6 observadas en la
poblacion colombiana estudiada fue casi 12 veces mas alta que la reportada en la anterior
poblacion colombiana. El resto de las frecuencias genotipicas del CYP2D6 fueron similares
en las dos poblaciones referidas excepto la de los genotipos con el alelo CYP2D6*10, *35 o
*41 que fueron estudiados y observados por primera vez en la poblacion colombiana.

2. Se observaron diferencias en las frecuencias de los alelos CYP2D6*3, *5 *6 y *17, asi como
en todos los alelos multiplicados entre la poblacion colombiana estudiada y la estudiada
previamente. Ademas se observaron por primera vez los alelos CYP2D6*10, *35 y *41 en
una poblacion colombiana.

3. La poblacion colombiana estudiada presenta un alto porcentaje de individuos gMUR
(individuos ultrarrdpidos para CYP2D6) muy superior a los observados en la poblacion

colombiana estudiada anteriormente. Por el contrario, la frecuencia de individuos gMLs
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(individuos metabolizadores lentos para CYP2D6) fue similar entre las dos poblaciones
referidas.

4. Los genotipos que se encuentran con mayor frecuencia en las poblaciones iberoamericanas
son CYP2D6*1/*1, *1/*2 y *1/*4. Las frecuencias de estos tres genotipos fueron similares en
las poblaciones analizadas, excepto el genotipo *1/*1, cuya frecuencia fue menor en la
colombiana respecto a las dos poblaciones mexicanas mestizas y similar a las de Costa Rica
y Ecuador.

5. Los alelos con actividad normal (CYP2D6*1, *2 y *35) son los mds frecuentes en las
poblaciones mestizas iberoamericanas, mientras que los alelos con actividad reducida
(CYP2D6%10, *17, *41), presentan una frecuencia muy variable entre las diferentes
poblaciones iberoamericanas analizadas. Las frecuencias de las variantes alélicas del
CYP2D6 no funcionales fueron similares en las poblaciones iberoamericanas. Sin embargo,
es destacable la frecuencia de alelos de actividad aumentada, la poblacion colombiana
estudiada presenta la mayor frecuencia de de multiplicaciones entre las diferentes
poblaciones mestizas de Iberoamérica estudiadas.

6. Existe gran variabilidad en las frecuencias de individuos CYP2D6 gML y gMUR entre las
diferentes poblaciones iberoamericanas, destacando el alto porcentaje de individuos
gMURs en la poblacién colombiana estudiada, siendo la frecuencia mds alta de las

observadas entre las poblaciones mestizas de Iberoamérica.
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ADN: 4acido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN complementario.

CYP: citocromo P450.

DBQ: debrisoquina

dNTPs: dinucleétidos trifdsfato.

EDTA: acido etilendiamino tetraacético

IM: indice metabolico.

Kb: Kilobases.

ML: metabolizador lento.

MR: metabolizador rapido.

MUR: Metabolizador ultrarrapido.

NADPH: dinucledtido de nicotinamida y adenina fosfato reducido.

pb: pares de bases.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

RFLP: polimorfismo en la longitud del fragmento de restriccion (del inglés, restriction
fragment lenght polymorphism).

rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: PCR a tiempo real (real time PCR)

SNP: polimorfismo de un solo nucledtido (del inglés, single nucleotide polymorphism).
wt: silvestre (del inglés, wild type).

XL-PCR: PCR de fragmentos extra-largos (extra-long PCR)
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