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Resumen

RESUMEN

Introduccion: Se ha descrito la existencia de individuos con capacidad hidroxiladora de
CYP2D6 nula (metabolizadores lentos o PMs) e incrementada (metabolizadores ultrarrapidos o
UMs).

1. Fenotipos metabdlicos. La capacidad hidroxiladora de este citocromo puede ser evaluada

mediante metodologias diferentes, siendo esta una de las barreras para su implementacion

clinica.

1.1. En voluntarios sanos se ha utilizado regularmente la administracion de un farmaco test en
métodos de fenotipado selectivos o mediante la utilizacion de cdcteles de fenotipacion, que
permiten medir la capacidad metabdlica de varias enzimas CYP simultaneamente. De esta
manera un individuo puede ser clasificado como mPM o mUM.

1.2. Ademas, tanto en voluntarios sanos como en pacientes en tratamiento, la caracterizacion del
fenotipo metabdlico puede ser realizada a partir del genotipo CYP2D6, asignando a los
individuos portadores de dos alelos CYP2D6 sin actividad el fenotipo extrapolado del genotipo
gPMy a aquellos con més de dos genes activos CYP2D6 el fenotipo extrapolado gUM. Aunque
la determinacion de los individuos gPMs predice con mucha exactitud los mPMs (relacion
feno/genotipo metabdlico), solo entre el 10% y el 40% de los mUMs pueden predecirse a partir
del genotipo. Entre los posibles factores causantes de esta falta de ajuste se encuentran factores
ambientales, epigenéticos o la existencia de polimorfismos desconocidos o no estudiados. Entre
ellos, el SNP CYP2D6 -1584C>G se ha relacionado in vitro con mayor expresion de CYP2D6
e in vivo con mayor capacidad hidroxiladora en pacientes. Asimismo, se ha encontrado ligado a
la variacion CYP2D6 31G>A en muchos sujetos mUMs que no contenian multiplicaciones de
CYP2D6. Por todo ello, evaluar su implicacién funcional podria ser de interés, y ser de utilidad

para ajustar la prediccion del fenotipo metabdlico a partir de la caracterizacion genotipica.

1.3. Un problema adicional se plantea en la caracterizacidon metabdlica de pacientes en
tratamiento con sustratos CYP2D6, debido a que a partir de cierta dosis y dependiendo del
genotipo se produce una fenocopia. Por tanto, presentan limitaciones tanto la estrategia de
farmaco test como la caracterizacion genotipica, que solo seria valida para los PMs. A pesar de
esto, y especialmente durante el tratamiento con sustratos CYP2D6, seria relevante la
determinacion de la capacidad metabolica de CYP2D6 en pacientes, con el fin de identificar la
posible inhibicion de CYP2D6 v, por tanto, el cambio de status metabdlico. En esta situacion, la
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medicion de niveles plasmaticos, en el contexto de la monitorizacion terapéutica de farmacos
(TDM) puede ser utilizada como una medida de la capacidad hidroxiladora de CYP2D6. Esta
estrategia ha sido evaluada para medir las interacciones entre farmacos en pacientes durante
politerapia farmacoldgica tratados con amitriptilina, tioridazina o risperidona, sustratos todos de la
enzima CYP2D6. Por tanto podria ser valida en pacientes en tratamiento farmacoldgico para la

determinacion de la capacidad metabdlica.

2. Variabilidad interétnica. Al margen de la disponibilidad de las metodologias adecuadas para

cada situacion, otro aspecto relevante seria la existencia en algunas poblaciones de una mayor
frecuencia de grupos metabolicos de riesgo, entre ellos los UMs de CYP2D6. Esta hipétesis se
basa en la observacién de que las frecuencias alélicas, asi como de UMs, varian entre
poblaciones con diferente origen étnico. CYP2D6*4 se ha descrito mas frecuentemente en
poblaciones de origen caucasico, CYP2D6*10 en poblaciones orientales, CYP2D6*17 y *29 en
poblaciones de origen africano y, por ultimo, CYP2D6*41 y las multiplicaciones del gen CYP2D6
en poblaciones de Oriente Medio. En concordancia con estos datos, los PMs se dan con mayor
frecuencia en poblacion caucasica, mientras que los gUMs son mas abundantes en poblaciones
de Oriente Medio, que son poblaciones relacionadas con la Peninsula Ibérica y, por tanto, con el
componente caucasico de la poblacion latinoamericana. Por todo ello, parece conveniente
analizar si esta potencial sobrerrepresentacion de UMs en la peninsula ibérica se da en algun

grupo poblacional de Iberoamérica.

3. Implicacién clinica en salud mental. La disponibilidad de metodologias adecuadas para la

evaluacion del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6, asi como su potencial alta incidencia en
algunas poblaciones, facilitaria su implementacién en determinadas situaciones clinicas. En este
sentido, se ha mostrado que la frecuencia de genes activos CYP2D6 multiplicados es mayor en
pacientes con trastornos del comportamiento alimentario (TCAs) que en controles sanos.
Ademas, el UM de CYP2D6 se ha relacionado con el Suicidio y con la no respuesta al

tratamiento antidepresivo.

Por tanto la presente Tesis Doctoral se plantea analizar la relacion del grupo de UMs como factor
de riesgo en psicopatologia (TCAs y Suicidio) y en fallo en respuesta a tratamiento antidepresivo.
Asumiendo la hipdtesis de su interés clinico, se plantea analizar su potencial relevancia
epidemioldgica analizando para ello la posible existencia de grupos poblacionales con una alta
proporcion de UMs en base a su origen ancestral. Por Ultimo asumida su relevancia clinica e

importancia epidemiolégica en determinadas poblaciones, la barrera para su implementacion
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clinica vendria determinada por la disponibilidad de la metodologia adecuada para la
caracterizacion de los grupos metabdlicos de riesgo (UMs). Estos tres aspectos se han
organizado en tres bloques de estudios: metodologia para la caracterizacién metabolica (Bloque

1), variabilidad interétnica en Iberoamérica (Bloque 2) y relevancia clinica (Bloque 3)

Objetivos: La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal (OG1) desarrollar
propuestas metodolégicas para evaluar el fenotipo metabolico de CYP2D6 en distintas
situaciones, mediante la propuesta de un coctel de fenotipacion que mida la capacidad
hidroxiladora de CYP2D6 simultaneamente con otros CYPs (Estudio ), la optimizacién de los
datos de genotipo mediante el estudio de la relacion entre el polimorfismo CYP2D6 -1584C>G y
la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 (Estudio Il) y la utilizacién del indice metabélico de un
farmaco administrado con fines terapéuticos, en concreto aripiprazol (Estudio Ill). En segundo
lugar, la Tesis Doctoral se propone (OG2) evaluar la frecuencia de UMs en poblaciones
iberoamericanas, nativas americanas de México (Estudio 1V), en una poblacién de Espafia
(Estudio V), otra de Portugal (Estudio VI) y en un estudio general de la poblacion iberoamericana
(consorcio CEIBA de la Red RIBEF) agrupadas por su origen étnico (Estudio VII). Por ultimo, se
plantea (OG3) estudiar la implicacion clinica en Salud Mental de los UM CYP2D6, especialmente
su relacion con TCAs (Estudio VIII), historia de tentativa suicida (Estudio IX) y abandono del
tratamiento antidepresivo (Estudio X).

Materiales y Métodos: En total se han estudiado 5555 individuos de 12 paises iberoamericanos,
de los cuales 5229 fueron voluntarios sanos y 326 pacientes. La propuesta de coctel de
fenotipacion CEIBA se realizd en base a un analisis de resultados publicados. La determinacién
de los alelos CYP2D6*2, *3, *4, *6, *10, *17, *29, *35y *41, asi como el numero de copias del
gen CYPZ2D6, se realiz6 mediante PCR-RT con ensayos TagMan®. Ademas, la determinacién de
CYP2D675 y la multiplicacion del gen fue evaluada mediante XL-PCR. Asimismo, en el caso de
multiplicacion de CYP2D6, se determiné si dicha multiplicacién pertenecia a un alelo activo o no
mediante PCR-RFLP. Los analisis de niveles plasmaticos se han realizado por HPLC con
detector ultravioleta. La pertenencia de los individuos a cada grupo étnico fue indicada segun
autoasignacion. La escala EDI se utilizé para evaluar el riesgo de sintomas de TCAs, mientras
que una entrevista diagnéstica se utilizé para determinar la presencia 0 no de una historia de

tentativa suicida entre los pacientes con TCAs.

Resultados: Se propone la utilizacién de 100 mg de cafeina, 25 mg de losartan, 20 mg de

omeprazol y 30 mg de dextrometorfano en un coctel de fenotipacion para medir simultaneamente
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la capacidad hidroxiladora de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4. Los individuos
con uno o dos genes activos CYP2D6 y portadores de la variante CYP2D6 -1584G muestran un
indice metabdlico de debrisoquina mayor que los sujetos no portadores de esta variante.
Ademas, los pacientes en tratamiento con aripiprazol junto a inhibidores de CYP2D6 muestran
un indice metabdlico de aripiprazol mayor que aquellos con dos genes activos o que no estan en
tratamiento con inhibidores CYP2D6.

En relacién a la variabilidad del UM de CYP2DG6, la frecuencia de genes activos CYP2D6
multiplicados fluctu6é entre 4.3% y 10.7% en ocho poblaciones amerindias de México, fue de
3.7% en la poblacién espafiola, de 3.0% en la poblacién de Portugal, y .de 3.9%, 3.5%, 6.0%,
64% y 3.8% en las poblaciones iberoamericanas amerindia, caucasica, africana, judia
Ashkenazi y mestiza, respectivamente. Por su parte, la frecuencia de gUMs vario entre 5.4% y
20.6% en ocho poblaciones amerindias de México, fue de 5.3% en la poblacion espafiola, de
4.7% en la poblacion de Portugal, y .de 7.3%, 5.4%, 8.4%, 11.6% y 6.6% en las poblaciones

iberoamericanas amerindia, caucasica, africana, judia Ashkenazi y mestiza, respectivamente.

Por ultimo en una poblacién de mujeres sanas de Cuba se ha encontrado que aquellas con mas
riesgo de desarrollar sintomas relacionados con la bulimia nerviosa mostraban una mayor
frecuencia de mUMs de CYP2D6 y una menor de mPMs. Ademas, la frecuencia de gUMs fue
mayor en una subpoblacién de pacientes diagnosticados con bulimia nerviosa purgativa e
historia de tentativa suicida (33.3%) que entre aquellas con un diagnéstico similar pero sin
intento de suicidio previo (8.5%). Finalmente, en un grupo de pacientes diagnosticados con
depresion mayor y tratados en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina se encontré que todos
los gUMs dejaron el tratamiento en las cuatro primeras semanas, mientras que ningin gPM lo

dejé durante las doce semanas de seguimiento.

Discusion y conclusiones: Los resultados de la presente Tesis Doctoral demuestran la
implicacién clinica del metabolismo ultrarapido CYP2D6, asi como su variabilidad interétnica,
proponiéndose ademas metodologias para su determinacion en diferentes situaciones. Los
estudios del Blogue 3 muestran la relacion de los CYP2D6 UMs con el riesgo de TCA en
poblacion sana, de suicidio en pacientes y de abandono del tratamiento con antidepresivos,
apoyando asi resultados previos. Por su parte, los estudios del Bloque 2 muestran la amplia
variabilidad de este grupo metabdlico en poblaciones con diferente origen étnico, apoyando
datos previos que indicaban una alta frecuencia de gUMs en poblacion judia, Sin embargo, estos
datos no apoyan la alta frecuencia de gUMs descrita en poblaciones de la Peninsula Ibérica. Por
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ultimo, se proponen diferentes formas de objetivar el grupo UM de CYP2D6: mediante un
farmaco test asociado a otros en un céctel (CEIBA) disefiado para poblaciones Iberoamericanas,
la optimizacién de la relacion feno/genotipo (adicionando un SNPs) o durante la monitorizacion
terapéutica, los resultados obtenidos con aripiprazol estan en consonancia con los previos con

tioridacina o risperidona.

En conclusion, los estudios de la presente Tesis Doctoral muestran C1) que un céctel de 4
farmacos puede ser de utilidad para la evaluacion de los CYPs principales, que la capacidad
hidroxiladora de CYP2D6 se ve afectada por la presencia de la variante CYP2D6 -1584C>G y la
toma de inhibidores CYP2D6, y el uso del indice metabdlico aripiprazol/metabolito principal en
pacientes para objetivar la capacidad metabdlica; C2) que existe variabilidad en las frecuencias
de genes activos CYP2D6 multiplicados y gUMs en poblaciones iberoamericanas de diferente
origen étnico, con una alta frecuencia en una poblacion de origen judio y algunas amerindias; la
frecuencia de UMs es similar en Espafia y Portugal, con una frecuencia de CYP2D6 UMs
diferente a la publicada; C3) por ultimo, que el metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 puede
relacionarse con el riesgo de desarrollar sintomas relacionados con bulimia nerviosa en
voluntarias sanas, con una historia de tentativa suicida en pacientes con bulimia nerviosa
purgativa y con el abandono del tratamiento antidepresivo (fluoxetina o amitriptilina) en pacientes
con depresion mayor, lo que podria justificar, al menos en parte, su potencial implicacion con el

suicidio.
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Abstract

CYP2D6 ULTRARAPID METABOLISM: INTERETHNIC VARIABILITY AMONG
IBEROAMERICAN POPULATIONS AND CLINICAL RELEVANCE FOR MENTAL HEALTH

ABSTRACT

Introduction: There is interindividual and interethnic variability in relation to CYP2D6
hydroxylation enzyme capacity existing individuals with null (poor metabolizers, PMs) or
increased (ultra-rapid metabolizers, UMs) CYP2D6 activity, which has clinical implications. In
keeping with this, there are several aspects that are essential to be taken into account for

clinically implementing the detection of these groups of risk.

1. Metabolic Phenotype. The most important one relates to the use of the method to detect these

groups. Nowadays, different methods are available to measure CYP2D6 enzyme hydroxylation
capacity, which represents a barrier to its clinical implementation. Indeed, one of them, consisting
of DNA isolation, can be used for clinical patients and healthy volunteers, but the remaining ones
are specific for each population.

1.1. In healthy volunteers, metabolic (m) phenotyping methods allow classifying individuals into
mPMs and mUMs and are accomplished by the selective administration of a drug test or a
cocktail of drugs.

1.2. In healthy volunteer and clinical populations, CYP2D6 polymorphic metabolic groups can be
more easily characterized by genotyping (g) methods that also allow classifying individuals into
two phenotypes and metabolic groups: carriers of two null CYP2D6 alleles as gPMs and those
with more than two active CYP2D6 alleles as gUMs. While the genotype classification for gPMs
predicts accurately the mPMs because null native levels of activity lead to no metabolic activity,
the correlation of genotyping and metabolic phenotypes is not that high for the rest. In fact, only
around 40% of mUMs can be predicted by determining the genotype. The lack of relationship
between pheno and genotype characterization can be due to the influence of epigenetic or
environmental factors, or the existence of unknown or unidentified genetic polymorphisms.
Among them, the SNP CYP2D6 -1584C>G has been related to higher CYP2D6 expression in
vitro and to higher hydroxylation capacity in vivo in patients, as well as linked to CYP2D6 31G>A
in many mUMs that did not carry CYP2D6 multiplications. All in all, the study of CYP2D6 -
1584C>G’s functional implication could be of relevance to help adjusting the prediction of the
metabolic phenotype from genotype.
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1.3. In patients under treatment with CYP2D6 substrates, a variation in metabolic
phenotype/status may take turn like those that are gUMs and mUMs may become mPM
(phenocopy) through inhibition of CYP2D6 activity, which may be caused by the increase of drug
dosage or drug-drug interactions, and/or clinical conditions such as disease progression. In these
situations instead of abovementioned methods, the therapeutic drug monitoring (TDM) can be
used as a measure of CYP2D6 hydroxylation capacity. TDM has been previously used to
measure drug interactions in patients with the CYP2D6 substrates amitriptyline, thioridazine or
risperidone. Therefore, it could be a valid strategy to determine CYP2D6 metabolic capacity in

patients under treatment with CYP2D6 substrates.

2. Interethnic variability. Besides the available abovementioned methods to accurately measure

CYP2D6 activity for clinical implementation it is also necessary to identify those populations with
a higher frequency of metabolic groups of risk like CYP2D6 UMs. The hypothesis behind is that
the frequencies of UMs and allele variants vary across populations with different ethnic
background. CYP2D6%4 has been most described as most frequent in Caucasian populations,
CYP2D6*10 in Asians, CYP2D6*17 y *29 in Africans, and CYP2D6*41 and CYP2D6
multiplications in Middle East populations. In agreement with this, PMs are more frequently found
among Caucasians, whereas gUMs are more common in Middle East followed by populations
related to the Iberian Peninsula. All in all, it appears relevant to determine whether the frequency

of UMs is higher in populations of Latin-America with a Caucasian (Iberian) component.

3. Clinical implication for mental health. Finally, it has been shown that the frequency of CYP2D6

active gene multiplication is higher in patients with eating disorders (ED) than in healthy
volunteers. Moreover, CYP2D6 UMs have been shown to present a higher risk of suicide and

worse response to antidepressant treatment.

Therefore, the present Doctoral Thesis was aimed to analyze the relationship between the UM
metabolic group and its risk for psychopathology (EDs and Suicide) and response to
monotherapy with CYP2D6 antidepressants. Furthermore, it was also aimed to analyze the
potential relevance of the prevalence of UMs in groups with different ethnic background. Finally,
for the clinical implementation of CYP2D6 UMs detection on the basis of the clinical and
epidemiological relevance, it was aimed to analyze the adequacy and availability of methods to
characterize UMs. These three aspects were organized in three main sections of studies:
Methods for CYP2D6 metabolic characterization (Section 1), CYP2D6 UMs interethnic variability
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in Ibero-Americans (Section 2) and clinical relevance of CYP2D6 UMs for mental health (Section
3).

Aims: The present Doctoral Thesis has three general aims. The first of them is to develop
methodological proposals for determining CYP2D6 metabolic phenotype in different situations
(OG1). It is aimed to develop a phenotyping cocktail that measures the hydroxylation capacity of
CYP2D6 and other CYPs (Study I), to improve CYP2D6 genotyping data by studying the
relationship between CYP2D6 -1584C>G polymorphism and CYP2D6 hydroxylation capacity
(Study I1), and to use the metabolic ratio of a CYP2D6 substrate (aripiprazol) (Study Ill). Secondly
(0G2), it is aimed to evaluate the frequency of UMs in |bero-American populations like Native
Americans from Mexico (Study 1V), Spaniards (Study V), Portuguese (Study VI) and a general
population of other Ibero-Americans from the CEIBA consortium of the RIBEF network that were
clustered by their ethnic origin (Study VII). Finally (OG3), it was aimed to study the clinical
implications of CYP2D6 UMs for mental health, specifically in relation to eating disorder
symptoms in healthy volunteers (Study VIII), history of suicide attempt in patients with eating
disorders (Study 91X) and dropout from mono-therapy with CYP2D6 antidepressant substrates in

patients with major depression (Study X).

Material and Methods: A total of 5555 individuals are studied, 5229 healthy volunteers and 326
patients, in 12 Ibero-American countries. The proposal of the phenotyping cocktail is developed
after careful review of relevant literature on the topic. The determination of CYP2D6*2, *3, *4, *6,
*10, *17, *29, *35 'y *41 alleles as well as number of CYP2D6 active genes is performed
throughout PCR-RT with TagMan® assays. Moreover, CYP2D6*5 and gene multiplication is
evaluated by XL-PCR, whereas the determination of active alleles when CYP2D6 is multiplied is
determined by PCR-RFLP. A HPLC method using ultraviolet detector is used to determine drug
plasma concentrations. Self-reported ethnicity is used to assign individuals to each ethnic group.
The Eating Disorders Inventory (EDI) scale is used to evaluate symptoms and risk of eating
disorders, whereas a diagnostic exam with a structured clinical interview is used to determine

eating disorders and history of suicide attempt.

Results: 1. The new phenotyping cocktail proposes using 100 mg of caffeine, 25 mg of losartan,
20 mg de omeprazole y 30 mg of dextromethorphan to measure CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 and CYP3A4 hydroxylation capacity. Individuals with one or two CYP2D6 active genes
and carrying the CYP2D6 -1584G variant show a higher debrisoquine metabolic ratio than those
that do not carry this allelic variant. Moreover, patients under treatment with aripiprazole in
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confluence with any CYP2D6 inhibitors show a higher aripiprazole metabolic ratio than those with
two active genes or that not under treatment with other CYP2D6 inhibitors. The measurement of

aripiprazol seems to be a good marker of CYP2D6 metabolic capacity.

2. Regarding the interethnic variability of CYP2D6 UMs, the frequency of multiplied CYP2D6
active genes ranges from 4.3% to 10.7% in eight Amerindian populations from Mexico, is of 3.7%
in Spaniards and of 3.0% in Portuguese and of 3.9%, 3.5%, 6.0%, 6.4% and 3.8% in the Ibero-
American populations of Amerindians, Caucasians, Africans, Jewish Ashkenazi and Admixed,
respectively. The frequency of gUMs is of 5.4% to 20.6% in the eight Amerindian populations
studied in México, of 5.3% in Spaniards, of 4.7% in Portuguese, and of 7.3%, 5.4%, 8.4%, 11.6%
and 6.6% in the Ibero-American populations of Amerindians, Caucasians, Africans, Jewish

Ashkenazi and Admixed, respectively.

3. Regarding the clinical implications of UMs it is found that in @ healthy volunteer population of
females from Cuba, there is a higher frequency of UMs among those with high scores in the
bulimia subscale of the eating disorder inventory (and therefore with risk of developing a disorder
of purging bulimia nervosa). Furthermore, CYP2D6 gUMs are found to be more frequent among
individuals with a history of suicide attempt (33.3%) vs. the rest (8.5%) in a subgroup of eating
disorder patients with a diagnosis of purging bulimia nervosa. Finally, among patients with a
diagnosis of major depression and receiving standard minimum effective doses of fluoxetine or
amitriptyline mono-therapy, it is found that all gUMs dropped out treatment during the first four

weeks whereas gPM do not discontinue during 12 weeks of follow-up.

Discussion and Conclusions: The results of the present Doctoral Thesis show the clinical
implication for mental health of CYP2D6 UMs status as well as its interethnic variability. It also
proposes different methodologies for determining UMs with regard to specific situations. The
studies of Section 3 show the relationship between CYP2D6 UMs with the risk of purging bulimia
nervosa symptoms in a healthy volunteer population of females, with history of suicide attempts
specifically among patients with a diagnosis of purging bulimia nervosa and with dropout from
antidepressant treatment with CYP2D6 substrates, which is in agreement with previous findings.
The studies of Section 2 show that there is wide variability of CYP2D6 UMs across populations
with a different ethnic background, which is also in support of previous results such as those
related to a high frequency of gUMs in the Jewish Ashkenazi population. However, present data
do not support previous reports suggesting a higher frequency of gUMs in populations of the
Iberian Peninsula that also counted as gUMs all those individuals who carried multiplications of
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non functional genes. Lastly, different methods to accurately determine CYP2D6 UMs are
proposed: a cocktail that give simultaneously a drug test that is CYP2D6 substrate and other
(CEIBA) designed for Ibero-American populations, the improvement of the phenotyping-
genotyping relationship by analyzing new SNPs or during therapeutic monitoring of aripiprazole

that yields results consistent with previous thioridazine or risperidone reports.

In conclusion, the studies of the present Doctoral Thesis show that C1) CYP2D6 hydroxylation
capacity is influenced by CYP2D6 -1584C>G and the intake of CYP2D6 inhibitors, that a cocktail
of 4-panel drug test can be very helpful to evaluate the main CYPs simultaneously, and that the
use of the metabolic ratio aripiprazole/main metabolite in patients to determine the CYP2D6
metabolic capacity. C2) Secondly, there is variability in the frequency of multiplied CYP2D6 active
genes and of gUMs in Ibero-American populations of different ethnic origin, with a higher
frequency in a population of Jewish Ashkenazi and some Amerindians; the frequency of UMs is
similar in Spain and Portugal, although different to the one published due to different assignment
criteria. C3) Finally, CYP2D6 UM is related to the risk of developing purging bulimia nervosa
symptoms in healthy volunteer females, to history of suicide attempts in patients with a diagnosis
of purging bulimia nervosa and with antidepressant treatment dropout (fluoxetine or amitriptyline)
in patients with major depression, which it could partially explain the association of CYP2D6 UMs
and suicide.

11
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1. Introduccion

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general el estudio de una de las isoenzimas del
sistema del citocromo P450 (CYP) mas relevante, CYP2DG6, y en el gen que la codifica, CYP2D6.
Se analizan diversos aspectos en tres partes diferenciadas. En primer lugar, se analiza la
capacidad hidroxiladora de CYP2D6, y las diferentes formas de evaluarla en humanos, a partir
de la relacion entre la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 vy las variantes alélicas CYP2D6, o
mediante el uso de la monitorizacion terapéutica de farmacos. En segundo lugar, se analiza la
variabilidad interétnica de estos fenotipos metabdlicos en poblaciones iberoamericanas y, por
Ultimo, se analizan las implicaciones clinicas del mismo en diferenes situaciones, transtornos del
comportamiento alimentarios, suicidio y respuesta a antidepresivos. En resumen, se analizan los
distintos fenotipos metabdlicos o categorias de la capacidad hidroxiladora del CYP2D6
(especialmente la categoria de metabolizadores ultrarrapidos o UMs) que pueden determinarse
por la administracion de un farmaco test, a partir de los genotipos de CYP2D6 o utilizando la
medicion de niveles plasmaticos en pacientes en tratamiento. En segundo lugar, se evalla la
variabilidad interétnica de los polimorfismos de este citocromo, especificamente los UMs; y, por
ultimo, se analizan algunas de las implicaciones clinicas relevantes asociadas (en este caso,

trastornos alimentarios y suicidio) y fallo en la respuesta a antidepresivos.

1. VARIABILIDAD EN LA RESPUESTA FARMACOLOGICA: LA SUPERFAMILIA DE
ENZIMAS DEL CITOCROMO P450 (CYP).

La Agencia Europea del Medicamento (EMA) define la farmacogenética (PGx) como el estudio
de las variaciones en la secuencia del acido desoxirribonucleico (DNA) relacionadas con la
respuesta a los farmacos . Este concepto se englobaria dentro de otro, el de farmacogendmica,
que incluiria no solo diferencias en la secuencia del DNA, sino también el estudio de cualquier
variacion en las caracteristicas del DNA y el &cido ribonucleico mensajero (mRNA) . A pesar de
la diferenciacion de ambos conceptos por parte de la EMA, no hay consenso entre los autores en

cuanto a las definiciones de cada término, por lo que se usan frecuentemente como sinénimos.

La variabilidad en la respuesta a farmacos es un fendmeno ampliamente reconocido. La

administracion de la misma dosis de un farmaco en diferentes individuos conlleva, en la mayoria

15



1. Introduccion

de los casos, la aparicidn de la respuesta terapéutica deseada. Sin embargo, en algunos sujetos,
dicha administracién puede dar lugar a la aparicion de efectos adversos o a un fallo terapéutico
24 Esta variabilidad en la respuesta a farmacos es de causa multifactorial y poligénica, y esta
determinada por la interaccién genético-ambiental 3, describiéndose la influencia no solo de

factores genéticos, sino también de otros como la edad, el ciclo menstrual, la etnia, etc. 5-8.

Los polimorfismos en genes que dan lugar a enzimas, transportadores o receptores que
intervienen en la respuesta farmacoldgica son una de las principales causas de la variabilidad
interindividual en la respuesta farmacolégica 7210, Si las variaciones genéticas afectan a uno o
varios de los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y/o eliminacién, se dice que
existe variabilidad a nivel farmacocinético; por el contrario, si afectan al mecanismo de accién de
los farmacos se habla de variabilidad a nivel farmacodinamico. Entre los genes més estudiados a
nivel farmacocinético en PGx destacan aquellos que codifican para enzimas de la superfamilia
de citocromos P450 (CYP).

La superfamilia CYP engloba a un conjunto de hemoproteinas que participan en gran parte del
metabolismo en Fase | de xenobiodticos. En esta fase del metabolismo los sustratos son
transformados a través de reacciones de oxidacion y reduccion con el objetivo de aumentar la
polaridad de la molécula y generar productos mas hidrosolubles que puedan ser faciimente
excretados. Como consecuencia de esta transformacion se puede provocar la inactivacion del
farmaco, la conversidn de una molécula inactiva en otra activa (la molécula inactiva se
denominaria profarmaco) o bien podria suceder que ambas moléculas sean activas. Este paso
es previo a la Fase Il o de conjugacion, donde las moléculas, procedentes de la Fase | en su
mayoria, se unen a una sustancia enddgena como el &cido glucurénico, lo que conlleva el
aumento del tamafio de la molécula y, en la mayoria de los casos, una inactivacion del farmaco o
del metabolito activo . Al margen de su participacion en el metabolismo de farmacos y otros

xenobiotticos, las CYP estan implicadas en el metabolismo de sustancias endogenas 2.

Las isoenzimas de la superfamilia CYP se clasifican en familias, que agrupan a aquellas enzimas
con una homologia de secuencia superior al 40% y que se designan por un numero arabigo
(p-€j., CYP2). Estas familias pueden dividirse a su vez en subfamilias si la similitud entre las
secuencias es mayor al 55% (en este caso se designan por una letra, p. ej. CYP2D). Cada

miembro de las diferentes subfamilias es identificado a su vez por otro numero arabigo (p. €j.
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CYP2D6) 3. En humanos se han descrito varias familias, si bien parece que solo 3 (CYP1, CYP2
y CYP3) contribuyen al metabolismo de farmacos y xenobiodticos 14-16. De estas enzimas,
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 metabolizan mas del 90% de los farmacos

mas utilizados actualmente en la clinica 1718,

2. EL CITOCROMO P450 2D6 (CYP2D6)

2.1. La enzima CYP2D6

La enzima CYP2D6 esta formada por 497 aminoacidos y, al igual que la mayoria de las enzimas
CYP, CYP2D6 se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico celular. Aqui interactia con
la enzima NADH-P450 reductasa, de la cual recibe electrones para oxidar diferentes sustratos 1.
La isoenzima CYP2D6 se expresa no solo en el higado, donde supone aproximadamente el 2%

del contenido total de los CYPs, sino en otros 6rganos como el cerebro 121920,

CYP2D6 participa en el metabolismo del 20-25 % de los farmacos utilizados en la clinica, como
bloqueantes (metoprolol, propanolol, etc.), antidepresivos (fluoxetina, imipramina, etc.),
antipsicoticos (aripiprazol, haloperidol, etc.), antineoplasicos (tamoxifeno) y opioides (codeina) 7=
921, Ademas, esta enzima estd implicada en el metabolismo de sustancias endogenas, por
ejemplo, en la regeneracion de serotonina desde 5-metoxitriptamina 22. De este modo, CYP2D6
podria intervenir en la modulacion del sistema serotoninérgico y por tanto relacionarse con
aspectos del funcionamiento psicologico y psicopatologia, lo que conllevaria la posibilidad de
estar implicada en la enfermedad mental 2324, La implicacion de CYP2D6 en el metabolismo de
productos endogenos serd desarrollada mas adelante, en un apartado posterior (‘6.2.
Metabolismo endogeno de CYP2D6: relacion de la actividad CYP2D6 con rasgos de
personalidad, vulnerabilidad a psicopatologia, trastornos del comportamiento alimentario y

suicidio”) de esta introduccion

En cuanto a la capacidad catalitica de CYP2D6, han sido descritos dos grupos de individuos con
diferente capacidad, los metabolizadores lentos (PMs, del inglés “poor metabolizers®) y los
metabolizadores rapidos (EMs, del inglés “extensive metabolizers”). El grupo de PMs engloba a

aquellos individuos incapaces de metabolizar los sustratos de CYP2D6; el grupo de EMs, por su
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parte, incluye a los sujetos con actividad enzimatica de CYP2D6 “normal”. Este grupo se ha
categorizado en otros mas, los metabolizadores ultrarrapidos (UMs, del inglés “ultrarapid
metabolizers”) y los intermedios (IMs, del inglés “intermediate metabolizers”), con una capacidad

hidroxiladora de CYP2D6 incrementada y disminuida respecto de los EMs, respectivamente 21.25,

2.2. Bases moleculares y polimorfismos de CYP2D6

El gen que codifica para la enzima CYP2D6 (CYP2D6) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 22, concretamente en la posicion 22q13.1 2. Consta de 4383 pares de bases, que
se agrupan en 8 intrones y 9 exones. Este locus contiene ademas dos pseudogenes proximos,
CYP2D7y CYP2D8, que se encuentran en una region situada a 45 Kb 27.28,

CYP2D6 es extremadamente polimorfico, no obstante mas de 100 variantes alélicas han sido
descritas hasta la fecha 2°. Estas variantes alélicas se originan como consecuencia de diversos
tipos de polimorfismos: polimorfismos de base Unica (SNPs) en la region codificante, promotora o
intronica del gen (que da lugar p.ej. a CYP2D6*2, *4 0 *17), inserciones o deleciones de una o
mas bases nitrogenadas (como ocurre en CYP2D673, *6 0 *9, entre otros alelos), inserciones del
pseudogén CYP2D7 (nombrados como CYP2D6*13) o la delecion completa del gen (que origina
el CYP2D6%*5). Ademas se han descrito multiplicaciones del gen de alelos funcionales
(CYP2D6*1xN o *2xN) y no funcionales (CYP2D6*4xN).

Los diferentes alelos del gen codifican para proteinas que pueden tener actividad reducida,
normal, incrementada o ausente (Tabla I). Entre las variantes alélicas de CYP2D6 que se han
relacionado con ausencia de actividad enzimatica se encuentran CYP2D6*3, *4, *5 y *6. Otras
variantes como CYP2D6*10, *17, *29 o0 *41 se han asociado con una funcion proteica reducida,
mientras que alelos como CYP2D6*1xN y *2xN estan asociados con una actividad enzimatica de
CYP2D6 incrementada % (Tabla I).

La frecuencia de los alelos de CYP2D6 varia entre distintos grupos étnicos, como se expone en
las publicaciones A7.1 y A7.2. Por ejemplo, los alelos no funcionales mas frecuentes en
caucasicos son CYP2D6*4, CYP2D6*5 y CYP2D6*3; CYP2D6*10 es mas frecuente en
poblaciones del Este de Asia y CYP2D6*17 lo es en poblaciones negras africanas. Por su parte,
la multiplicacién de genes activos CYP2D6 se observa mas frecuentemente en la zona de

Oriente Medio y los paises circundantes, como Etiopia. En el apartado “5. Variabilidad interétnica
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de CYP2D6” de la introduccion se desarrollara con mayor detalle la informacién sobre la
variabilidad poblacional de CYP2D6.

Los polimorfismos del gen CYP2D6 (Tabla I) contribuyen, al menos en parte, a la variacion
interindividual en el metabolismo de farmacos sustratos de CYP2D6 831, Asi, algunos genotipos
de CYP2D6 se han asociado con fallo en la respuesta al tratamiento y con la aparicién o el
incremento de efectos adversos cuando los pacientes son tratados con farmacos metabolizados
por esta enzima 2432-35_ | a importancia clinica del polimorfismo de CYP2D6, principalmente del
metabolismo incrementado de CYP2D6 se desarrollara en el apartado “6. Implicaciones clinicas

del metabolismo ultrarrapido CYP2D6” de la introduccién.

Tabla 1. Descripcién de polimorfismos del CYP2D6 mas estudiados (adaptado de la base de la base de datos del

Comité para la Nomenclatura de alelos de las enzimas CYP 29)

Alelo CYP2D6 Polimorfismo Efecto Actividad enzimatica
*2A -1584C>G - Normal?
Desplazamiento del marco de
*3 2549delA Ninguna

lectura en el aminoacido 259
P34S; Defecto en el proceso de .
*4 100C>T; 1846G>A Ninguna
corte y empalme de mRNA

Delecién del gen

*5 No se produce proteina Ninguna
CYP2D6
Desplazamiento del marco de
*6 1707delT Ninguna
lectura en el aminoacido 118
*10 100C>T P34S Disminuida
*17 1023C>T T1071 Disminuida
*29 3183G>A V338M Disminuida
*35 1584C>G; 31G>A ) Normal*
V1M
Defecto en el proceso de corte y o
*41 2988G>A Disminuida
empalme de mRNA
Multiplicacion de )
*1xN o *2xN Més de dos copias de CYP2D6 Aumentada
CYP2D6

AEI polimorfismo CYP2D6 -1584C>G, presente en el alelo CYP2D6*2A y *35 entre ofros, podria estar asociado a una
capacidad hidroxiladora incrementada de CYP2D6, al asociarse in vitro a una mayor expresion de la enzima CYP2D6 3.
Una revision de la literatura al respecto puede encontrarse en el apartado de la introduccion “4.2. Discordancia entre gUMs
y mUMs: posible asociacién del SNP CYP2D6 -1584C>G con el metabolismo ultrarrapido CYP2D6”. La actividad en este
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caso se apunta como normal porque asi aparece en la pagina oficial del Comité para la Nomenclatura de Alelos del
Citocromo P450 (CYP) Humano (www.cypalleles.ki.se).

3. CAPACIDAD HIDROXILADORA O FENOTIPO METABOLICO DE CYP2D6

Como ya se comentd anteriormente, la variabilidad en la respuesta farmacologica esta
determinada, entre otros factores, por la interaccién entre genes implicados en el metabolismo y
factores ambientales. Dicha interaccion genera una expresién enzimatica individual, el
denominado “fenotipo metabdlico”, que representa la capacidad metabdlica de una enzima, y en

el caso particular de CYP2D6, su capacidad hidroxiladora.

Los estudios en este area comenzaron a finales de los afios 70 del siglo pasado, cuando un
grupo de investigadores britanicos midieron la concentracion del farmaco debrisoquina (DBQ) y
de su metabolito 4-hidroxidebrisoquina (4-OHDBQ) en la orina de 94 voluntarios sanos tras la
administracion de una unica dosis oral de 10 mg de DBQ 37. En este estudio se observo que el
indice entre la DBQ y su metabolito excretados en orina se distribuia bimodalmente en la
poblacion, identificandose un grupo de individuos con incapacidad metabdlica, los PMs. Ademas,
un estudio posterior del mismo grupo demostré que esta incapacidad para metabolizar DBQ
(fenotipo metabdlico PM) tenia un origen monogénico, debiéndose a la herencia de un rasgo
autosdmico recesivo®®. Casi a la vez e independientemente, un grupo de investigadores
alemanes observd un comportamiento similar en una poblacion de sujetos tras la toma de
esparteina 3°. Con el tiempo se demostrd que ambos rasgos estaban relacionados 40 y que el

gen causante de este defecto era el CYP2D6 274142,

A partir de entonces, se iniciaron una serie de trabajos con el fin de analizar la farmacogenética
de diversos farmacos en diferentes poblaciones y de identificar la enzima responsable de otros
polimorfismos del metabolismo de otros farmacos. Por ejemplo, ademéas del polimorfismo
metabdlico de DBQ y esparteina, se describi6 el polimorfismo metabélico de mefenitoina 43y se
identifico la enzima CYP2C19 como la responsable de dicho polimorfismo 4. Todos estos
estudios sentaron las bases para los estudios actuales del fenotipo metabolico de las enzimas
CYP.

La capacidad hidroxiladora de la enzima CYP2D6 puede ser evaluada mediante el calculo del
fenotipo metabodlico después de la medida de las concentraciones de un farmaco test y su

metabolito en plasma u orina 2'. Esta aproximacion permite identificar los grupos metabolizador
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lento o mPM y metabolizador rapido o mEM. Ademas, el andlisis del genotipo CYP2D6
individual, basado en las caracteristicas funcionales de cada alelo de CYP2D6, también permite
predecir o estimar la capacidad hidroxiladora de la enzima CYP2DG6; en este caso se identifican
los grupos metabolizador lento estimado a partir del genotipo CYP2D6 o gPM, metabolizador
rapido o gEM, y metabolizador ultrarrapido o gUM 253045 En el primer caso, se necesita la
ausencia de tratamiento farmacolgico, lo que limita esta metodologia a voluntarios sanos. Por
tanto, se ha postulado que la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 podria ser evaluada en
pacientes tratados con farmacos sustratos de CYP2D6 a partir de la medida de los niveles
plasmaticos del farmaco administrado con fines terapéuticos y su metabolito 4648, En los

apartados siguientes se revisan estas metodologias.

3.1. Medida de la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 mediante la administracion de uno o

varios farmacos test

3.1.1 Célculo del indice metabolico

La administracion de una dosis unica de un farmaco (farmaco test) a un grupo de individuos es el
recurso mas ampliamente utilizado para medir la capacidad metabolica de las enzimas CYP. Sin
embargo, el uso de esta metodologia esta limitado practicamente a voluntarios sanos al requerir
la ausencia de tratamiento. De lo contrario, el resultado obtenido seria una fenocopia generada

por la interaccion con el tratamiento farmacolégico.

Para llevar a cabo este tipo de estudios, una vez administrado el farmaco test y esperado un
tiempo adecuado, se recoge un fluido biolégico (principalmente orina, plasma o saliva) que se
utilizaré para medir las concentraciones del farmaco y del metabolito que genera la enzima que
se quiere estudiar. A partir de las concentraciones se genera una medida de la capacidad

metabolica de la enzima, el indice metabolico (MR, del inglés “metabolic ratio”), definido como:

MR = % de la dosis excretada como farmaco / % de la dosis excretada como metabolito

Este MR se puede representar en una grafica frente al nimero de individuos (histograma de
distribucion de frecuencias; Figura 1), y permite evaluar la capacidad metabdlica de la enzima

cuando esta no se encuentra saturada, a partir del calculo de la antimoda.
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Figura 1. Distribucion bimodal del indice metabélico de debrisoquina/4hidroxidebrisoquina (log1o) en una poblacién
de 925 voluntarios sanos espafioles 4. La flecha ascendente muestra la antimoda que separa los mPMs de los
mEMSs en esta poblacion. Las lineas punteadas verticales estima la separacion entre mPMs y los mUMs. Tomada de
LLerenay cols 2'.

Para la medida de la capacidad hidroxiladora de una enzima, no todos los farmacos pueden ser

utilizados con la misma validez 50. Un farmaco es idéneo como farmaco test cuando 50.51:

a)
b)

Es ampliamente metabolizado por la enzima en evaluacion

Es seguro cuando se administra a dosis Unica, es decir, tiene un amplio rango
terapéutico y/o un bajo perfil de efectos adversos.

Es de facil manejo y administracion.

Es de facil acceso en diferentes paises, de manera que los estudios puedan ser
replicados en distintas poblaciones.

Existe una metodologia analitica o es posible desarrollar un método para la
determinacidn sensible, exacta y reproducible de las concentraciones del farmaco y su

metabolito en un fluido bioldgico previamente seleccionado.

Para medir la capacidad hidroxiladora de la enzima CYP2D6 los farmacos mas utilizados
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historicamente son la DBQ, el dextrometorfano (DXT) y la esparteina (SPT) (Tabla ).
Actualmente el farmaco test de eleccion es el DXT, debido a su extensa distribucion en
diferentes paises, su amplio rango terapéutico, la disponibilidad de métodos analiticos, y a su

buena capacidad para discriminar la capacidad hidroxiladora entre individuos 5'.

Tabla Il. Farmacos test y metabolitos mas utilizados para evaluar la capacidad hidroxiladora de la enzima
CYP2De6.

i FLUIDO ANTIMODA ANTIMODA

FARMACO TEST METABOLITO BIOLOGICO (MR) (Logio MR) REFERENCIA

Debrisoquina 4-hidroxidebrisoquina Orina 8h 12.6 11 37.38
2,3-dihidroesparteina

Esparteina +45 Orina 12h 20 1.3 39,52
dihidroesparteina

Metoprolol a-hidroximetoprolol Orina 8h 12.6 11 53,54

Dextrometorfano  Dextrorfan Orina 8h 03 -0.523 55,56

MR = indice metabdlico. Log1o MR = logaritmo en base 10 del indice metabélico

La distribucion que se obtiene en la representacion de MR frente al nimero de individuos cuando
se estudia la capacidad hidroxiladora de CYP2DG6 suele ser bimodal y permite separar mediante
una antimoda o punto de corte a los individuos mPMs de los mEMs (Figura 1). El valor de la
antimoda puede ser estimado 5758, y es caracteristico de cada uno de los farmacos test en las
diferentes poblaciones (Tabla Il). El grupo de mPMs incluye a aquellos individuos incapaces de
metabolizar el farmaco. En estos sujetos se produce una acumulacion del farmaco no
metabolizado, mientras que las concentraciones del metabolito son muy bajas, y en muchos
casos, casi inexistentes. Es por ello que el MR alcanza en estos individuos valores muy altos y
se situan a la derecha de la antimoda (Figura 1). El resto de individuos, los denominados mEMs,

presentan un amplio rango de MRs y se sitlan a la izquierda de la antimoda (Figura 1).

Ademas, en determinadas poblaciones, se ha descrito un grupo de metabolizadores ultrarrapidos
(mUMs) en el extremo de los mEMs, caracterizados por una capacidad hidroxiladora de la

enzima CYP2D6 incrementada 212530, Sin embargo, este grupo metabdlico no se encuentra
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separado por una antimoda de los mEMSs, lo que dificulta la definicion clara de los mismos.
Probablemente, ademas del genotipo CYP2D6, muchos factores estén influyendo en esta

capacidad hidroxiladora incrementada o disminuida de la enzima CYP2DG6.

Algunos estudios de fenotipo metabdlico con diferentes farmacos test han asignado un valor
arbitrario de MR para separar a los individuos mUMs de los mEMs (MR de DBQ menor o igual a
025 04a0.13 MR de SPT menor o igual a 0.2 % 0 MR de DXT menor o igual a 0.0003 ),
aunque no se ha llegado aun a un consenso sobre el problema de la no existencia de una
antimoda para separar mUMs de mEMs. Por todo ello, existe la necesidad de una
estandarizacion del punto de corte con diferentes farmacos test, como se discute en la
publicacién A7.2. Sin embargo, pocos estudios de fenotipo metabdlico de CYP2D6 separan el
grupo de metabolizadores intermedios o mIMs, y hasta la fecha no se ha propuesto un punto de
corte para separar a estos individuos del resto de mEMs. Por ello, durante el desarrollo de la
presente Tesis Doctoral se consideraran los grupos mPMs, mEMs vy, entre ellos, los mUMs,

agrupando a los mIMs dentro de los mEMs.

3.1.2. Desarrollo de “cocteles de fenotipacion”

Si bien la administracion de un Unico farmaco test permite la medida del fenotipo metabdlico de
una enzima, actualmente los estudios se han dirigido a la fenotipacién metabdlica de varias
enzimas mediante la administracion de los llamados “cécteles de fenotipacion”. Dichos cocteles
consisten en una seleccion de diferentes farmacos test (cada uno especifico para una enzima
CYP, a lo sumo para dos) que se administran conjuntamente en una Unica toma, o bien en tomas

separadas por muy poco espacio de tiempo.

Los estudios de determinacién del fenotipo metabdlico de las enzimas CYP usando cocteles de
fenotipacion poseen varias ventajas cuando se comparan con métodos de fenotipo selectivos 62
en los que se administra un Unico farmaco test en cada estudio. Por un lado, permiten obtener
informacién de la actividad metabdlica de varias enzimas en un solo estudio 6263, Ademas, este
tipo de estudios supone menor tiempo de analisis y el uso de una cantidad de muestra mas
pequefia 6283 pues con un Unico andlisis se podrian detectar los farmacos test y los metabolitos.

Por otro lado, este tipo de estudios permite que en una solo toma de muestra se obtenga todo el
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material que se necesita para la medida de la capacidad hidroxiladora de varios CYP, evitando

asi molestias innecesarias a los voluntarios que participan en este tipo de estudios.

Sin embargo, estos estudios no estan exentos de problemas. La principal desventaja, en
comparacion con los estudios de fenotipo metabdlico selectivo, es la posible interaccién farmaco-
farmaco que puede surgir entre los farmacos test utilizados. Es por ello que deben disefarse
cocteles de fenotipacion, eligiendo farmacos test que no interaccionen entre ellos y que no
inhiban o induzcan algunas de las enzimas CYP que se quieren analizar. En la actualidad, varios

estudios han demostrado la fiabilidad y utilidad del uso de cocteles de fenotipacion in vivo 84-68,

3.2. Medida de la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 mediante el uso de la monitorizacion

terapéutica de farmacos

Como ya se expuso anteriormente, la administracién de un farmaco test permite medir la
capacidad metabolica de CYP2D6. Este tipo de estudios se realizan principalmente en
voluntarios sanos sin tratamiento farmacol6gico, y en los que incluso se puede controlar, si es
necesario, la ingesta de alimentos. Sin embargo, su uso en pacientes durante el tratamiento es
cuestionable, puesto que la administraciéon de un farmaco test podria interaccionar con farmacos

administrados con fines terapéuticos.

Por ello, se ha propuesto el uso de la monitorizacion terapéutica de farmacos (TDM, del inglés
“therapeutic drug monitoring”) como una medida de la capacidad hidroxiladora de la enzima
CYP2D6 4748 en pacientes tratados con farmacos sustratos de esta enzima. Ademas, también se
ha planteado el uso de la TDM para identificar interacciones farmaco-farmaco 464869, lo cual
permitiria utilizar la TDM como una medida para el seguimiento de un determinado paciente,
facilitando la identificacién de interacciones entre farmacos en pacientes tratados con politerapia,

situacién mas comdn en la practica clinica.

3.2.1. Monitorizacion terapéutica de tioridazina

El uso de la TDM como medida de la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 fue propuesto
inicialmente en un estudio con 28 pacientes en tratamiento en monoterapia con tioridazina 47. En
este trabajo los pacientes fueron fenotipados con DBQ, lo que permitié describir la correlacion
entre el MR de tioridazina/mesoridazina y el MR de DBQ/4-OHDBQ 47. Ademas, y en relacion al

uso de tioridazina como una medida de la actividad hidroxiladora de CYP2D6, un estudio
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posterior 70 en 16 pacientes tratados también en monoterapia con tioridazina y genotipados para
los alelos sin actividad CYP2D6*3, *4, *5'y *6, mostrd la correlacion del MR DBQ/4-OHDBQ con

la dosis y el nivel plasmatico de tioridazina 70.

Asimismo, en este estudio se evalué la capacidad inhibidora de la enzima durante el tratamiento
y la variabilidad que puede depender de la dotacién genética de cada individuo 7, y se comprob6
que la retirada del tratamiento con tioridazina en 10 pacientes hizo que 8 de estos pasaran de
ser identificados como mPMs CYP2D6 (MR DBQ/4-OHDBQ = 12.6) cuando estaban en
tratamiento con tioridazina, a ser agrupados como mEMs CYP2D6 tras retirarse este farmaco 70.
Los 2 pacientes que mantuvieron el fenotipo metabélico mPM CYP2DG6 tras dejar el tratamiento
con tioridazina fueron identificados con el genotipo CYP2D6*4/*4 70 (gPM). Estos resultados
demostraron la fenoconversion durante el tratamiento, y por tanto la importancia relativa de la

genotipacion durante el tratamiento.

Por ultimo, el mismo trabajo mostrod que el genotipo CYP2D6 del paciente, junto a la dosis de
tioridazina que recibia, influia en el MR DBQ/4-OHDBQ y, por tanto, en la asignacion a un grupo
metabolico u otro (mPM o mEM), cuando los pacientes en tratamiento con tioridazina fueron
fenotipados con DBQ 70. .En otras palabras, la fenoconversion es dependiente del genotipo y la

dosis del farmaco administrado.

Como se ha expuesto en el parrafo anterior, los pacientes con genotipo CYP2D6 wt/wt y que no
tomaban tioridazina fueron 100% mEMSs cuando se fenotiparon con DBQ. Sin embargo, la toma
de 50 y 100 mg de tioridazina hizo que solo el 33 y el 29% de los individuos, respectivamente,
fueran considerados mEMs tras la fenotipacion con DBQ, mientras que la toma de al menos 150
mg de tioridazina hizo que todos los individuos CYP2D6 wt/wt tuvieran un MR DBQ/4-OHDBQ =
12.6, y por tanto fueran clasificados como mPMs 70. Por el contrario, en los individuos cuyo
genotipo fue CYP2D6 wt/*4 la toma de 50 mg de tioridazina provocd que todos los pacientes
fueran identificados como mPMs tras la fenotipaciéon con DBQ 70. Estos resultados demostraron
que 150mg parece la dosis a partir de la cual todos los pacientes en tratamiento con tioridacina

se transforman en mPM independientemente del genotipo CYP2D6.
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3.2.2. Monitorizacion terapéutica de risperidona

La posible utilizacion de la monitorizacidn terapéutica de risperidona, otro farmaco sustrato de
CYP2D6, como una medida para estimar la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 se describid
posteriormente 48, al mostrarse la correlacion entre MR DBQ/4-OHDBQ vy el MR risperidona/9-
hidroxirisperidona 48. Ademas, este estudio mostré que el MR DBQ/4-OHDBAQ, la concentracion
plasmatica de risperidona corregida por dosis y el MR risperidona/9-hidroxirisperidona fueron
significativamente mayores en pacientes en tratamiento con risperidona y politerapia con fuertes
inhibidores CYP2D6, que en pacientes en monoterapia con risperidona 48. Este resultado pone
de manifiesto que el uso concomitante de inhibidores de CYP2D6 junto al tratamiento con
risperidona supone una interaccion farmacolégica 48, la cual eleva las concentraciones de
risperidona y podria suponer un aumento de los efectos adversos de este farmaco. Apoyando
este resultado, se han descrito sintomas piramidales severos y un MR risperidona/9-
hidroxirisperidona muy alto en un individuo con genotipo CYP2D6 wt/*4 en tratamiento con
risperidona que ademas estaba simultaneamente recibiendo haloperidol y levomepromazina ©°,

conocidos por ser sustrato e inhibidor, respectivamente, de la enzima CYP2DG6.

Los datos anteriormente expuestos, junto a otros resultados similares obtenidos por la
monitorizacién de nortriptilina 46, parecen mostrar que el uso de la TDM podria ser un buen
indicador, por un lado, de la capacidad metabélica de CYP2D6 cuando se monitorizan los niveles
plasmaticos de farmacos sustratos de esta enzima, y, por otro lado, de las posibles interacciones

entre farmacos que pueden sufrir los pacientes en politerapia.

3.3. Estimacion del fenotipo metabdlico CYP2D6 a partir del genotipo CYP2D6

Si bien la administracion de un farmaco test es el método ideal para la determinacién de la
capacidad metabdlica in vivo de una enzima en voluntarios sanos (o al menos, en individuos sin
tratamiento farmacoldgico que pueda interaccionar con el farmaco test), la accesibilidad y el
abaratamiento de los métodos de genotipacion ha provocado que esta metodologia esté siendo
ampliamente utilizada como medida indirecta de la valoracion funcional de varias enzimas, entre
ellas CYP2D6 253071, Asi, se ha empezado a utilizar el “fenotipo extrapolado del genotipo” (FEG)

como una estimacion de la capacidad metabolica de CYP2D6 y otras enzimas.
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Desde que se estandarizd en 2008 25, varios estudios han utilizado, con ligeras modificaciones,
esta metodologia de FEG 307172/ hasta convertirse hoy dia en la herramienta mas utilizada
cuando se quiere estudiar la capacidad hidroxiladora de una enzima CYP. Todo ello a pesar de
que este método estima pero no mide de manera real el fenotipo metabélico de una enzima

CYP, con las limitaciones que esto supone, como se explicara en los siguientes apartados.

La utilizacién de los FEGs se basa en la asignacion de un valor numérico a cada alelo CYP2D6
en funcion de la actividad metabdlica de la proteina que codifican, de manera que al final se
obtiene un valor numérico por cada genotipo CYP2D6. Asi, los alelos que codifican para
proteinas sin actividad reciben el valor de 0; los alelos que dan lugar a proteinas con actividad
reducida son valorados como 0.5; aquellos alelos que codifican para una enzima con actividad
normal reciben el valor de 1; y por ultimo, la duplicacién/multiplicacion de alelos activos son

valorados con una puntuacién de 2 o0 mas, dependiendo del numero de multiplicaciones del alelo.

Asi, cuando un individuo tiene un valor asignado al genotipo CYP2D6 de 0, es decir, porta dos
alelos sin actividad, recibe el nombre de metabolizador lento a partir de la estimacién de los
datos del genotipo CYP2D6 o gPM 2530, Por el contrario, si el valor que recibe es mayor a 2, y
por tanto posee mas de dos copias de alelos funcionales, recibe el nombre de metabolizador
ultrarrapido a partir de la estimacion de los datos del genotipo CYP2D6 o gUM 2530, E| resto de
individuos suelen agruparse dentro de los gEMs, aunque algunos trabajos describen un grupo
adicional de metabolizadores intermedios o glMs 45. No obstante, la clasificacion de este grupo
genera controversia, puesto que algunos autores consideran gIMs los individuos con un valor
asignado al genotipo CYP2D6 de 0.5 25, mientras que otros consideran glMs a aquellos con
valores 0.5y 145, Para los estudios de la presente Tesis Doctoral, se consideraran Unicamente
los grupos de gPMs, gEMs y gUMs, incluyéndose los glMs dentro del grupo de gEMs.

Es importante en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral destacar la diferencia entre gPM-
gEM-gUM y mPM-mEM-mUM. En el primer caso se hace referencia a la estimacion del fenotipo
metabdlico a partir de los datos de genotipo CYP2D6; en el segundo caso, la medida del fenotipo
metabdlico CYP2D6 se obtiene a partir de la medida del MR alcanzada en las concentraciones

plasmaticas o urinarias de un farmaco test o de otro administrado en el contexto del tratamiento.
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4. RELACION ENTRE LA CAPACIDAD HIDROXILADORA DE CYP2D6 MEDIDA POR
ADMINISTRACION DE UN FARMACO TEST Y LA ESTIMADA A PARTIR DEL GENOTIPO
CYP2D6

El genotipo para los alelos CYP2D6 mas frecuentes en diferentes poblaciones puede predecir la

capacidad hidroxiladora de CYP2D6 con una cierta exactitud 73-76,

En una poblaciéon determinada, el célculo de gPMs, es decir, de aquellos portadores de dos
alelos sin actividad, permite identificar a los individuos mPMs con una certeza de alrededor del
95% 3060.76-78 Por el contrario, la presencia de genes activos CYP2D6 multiplicados solo explica
una fraccién reducida (10-40%) de los individuos clasificados como mUMs 305977, Asi, aunque el
mUM de CYP2D6 se ha asociado a la herencia de genes activos CYP2D6 duplicados o
amplificados %979, las bases genéticas y/o bioquimicas de la alta capacidad hidroxiladora en

individuos sin multiplicacién de alelos aln no ha sido explicadas.

4.1. Discordancia entre gUMs y mUMs: estudios de poblaciones.

Desde que se asocio el mUM de CYP2D6 con la duplicacion o multiplicacion de genes activos
CYP2D6 en dos familias 79, pocos estudios han analizado claramente la relacién entre los
fenotipos gUM y mUM de CYP2DG6.

El primer estudio de poblaciones que se llevo a cabo para analizar la relacion entre una alta
capacidad hidroxiladora de CYP2D6 y el nimero de genes activos CYP2D6 se realiz en 1995
en una poblacion sueca . Los resultados de este trabajo mostraron que algo mas del 20% de
los individuos con un fenotipo metabolico muy rapido (clasificados en este trabajo como aquellos
con un MR de DBQ menor o igual a 0.2) fueron portadores de multiplicaciones en el gen
CYP2D6, y este valor alcanzaba el 40% si se incluian los individuos con MR menor o igual a 0.1
%9, Entre los individuos cuyo MR fue mayor a 0.2, solamente un sujeto era portador de la
duplicacién del gen CYP2D6 %. Posteriormente, en un estudio llevado a cabo en una poblacién
etiope 80, los sujetos con multiplicaciones del alelo CYP2D6*2 tuvieron, en general, un MR de
DBQ menor a 0.4, llegando a valores de 0.07 y 0.05 en dos casos. Sin embargo, hubo dos

individuos portadores de multiplicaciones en dicho alelo con valores de MR mayores a 0.4 &,

Més tarde, en una poblaciéon alemana fenotipada con DBQ y DXT 77, se encontrd que los

portadores de dos y tres genes activos CYP2D6 difirieron significativamente en su capacidad de
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metabolizar DBQ. Sin embargo, y aunque no se discute en este trabajo, el andlisis de los
resultados presentados permite observar que varios individuos con dos genes CYP2D6 activos
tienen MRs de DBQ y DXT similares a los individuos portadores de tres genes CYP2D6 activos
77, En otra poblacién alemana estudiada con SPT 0, que clasificd a los individuos con MR menor
o0 igual a 0.2 como mUMs CYP2DG6, se encontrd que, aunque el 100% de los individuos
portadores de mas de dos genes activos CYP2D6 se situaban en el grupo mUM, solo el 11.1%
de los sujetos clasificados como mUMs portaban este genotipo 77. Dicho de otra manera, casi el
90% de los individuos clasificados como mUMs CYP2D6 no fueron portadores de mas de dos
genes activos CYP2D6, es decir, no fueron guMs CYP2DG6.

Otros trabajos han estudiado la relacion fenotipo metabdlico CYP2D6 — genotipo CYP2D6 en
diferentes poblaciones, pero sin profundizar en la relacion gUM — mUM 75.7881-84 ' nosiblemente
porque no existe un consenso en la determinacion del fenotipo metabélico mUM CYP2D6 en la
literatura, como ya se discutié anteriormente en la introducciéon y puede profundizarse en la
publicacién A7.2. El anadlisis de los datos de estos estudios parece mostrar de nuevo
discordancias en la relacion gUM — mUM. Por ejemplo, en una poblacién de Ghana fenotipada
con SPT 82 se puede observar que ninguno de los individuos gUMs de CYP2D6 (con mas de tres
genes activos CYP2D6) se clasifican en el grupo de mUMs CYP2D6 (que en este estudio incluye
a los sujetos con un MR menor a 0.2), sino que los unicos individuos mUMs tienen genotipos
CYP2D6*1/*1y CYP2D6*2/*2.

Los ultimos trabajos que analizan la relacion mUM - gUM CYP2D6 se realizaron en poblaciones
Latinoamericanas 3061, E| primer estudio se llevd a cabo en una poblacion de origen europeo de
Cuba, y en poblaciones mestizas de Cuba y Nicaragua, que fueron fenotipadas con DBQ 30. Se
observé que entre los mUMs (clasificados en este estudio como aquellos con MR menor o igual
a 0.1) solo el 40% fueron gUMs, mientras que solo el 23.5% de los individuos gUMs fueron
ademas mUMs 30. E| segundo estudio analiza el fenotipo metabdlico de CYP2D6 con DXT en
dos poblaciones de Trinidad y Tobago, una de ascendencia india y la otra de ascendencia
africana ®1. En este caso, cuatro individuos se clasificaron como mUMs (MR menor a 0.0003) y

13 como gUMs. De ellos, solo un sujeto fue gUM y, ademas, mUM 1.

Puestos en conjunto, los datos de estos estudios parecen mostrar que, a pesar de la asociacion

entre mUM y la presencia de mas de dos copias activas del gen CYP2D6 en un individuo, solo
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alrededor del 40% de individuos gUMs corresponden finalmente al grupo mUM CYP2D6.
Posiblemente, otros factores, genéticos o no, podrian estar influyendo en dicha relacion, como la
presencia de polimorfismos desconocidos o de factores epigenéticos no estudiados. Asi,
individuos sin multiplicacion de CYP2D6 pueden mostrarse como mUMs, y al contrario,
individuos con més de dos copias activas de CYP2D6 finalmente podrian no clasificarse como

mUM en estudios de analisis del fenotipo metabdlico.

4.2. Discordancia entre gUMs y mUMs: posible asociacion del SNP CYP2D6 -1584C>G con
el metabolismo ultrarrapido CYP2D6.

El SNP -1584C>G (rs1080985) del gen CYP2D6 podria estar asociado con el metabolismo
ultrarrépido, puesto que se ha identificado como un factor influyente en la expresion de la enzima
CYP2D6 3. El tipo mutante -1584G se ha asociado con una mayor expresion de CYP2DG6 que el
tipo -1584C 36, Este polimorfismo se asocié por primera vez con el alelo CYP2D6*2, y el Comité
para la Nomenclatura de Alelos del Citocromo P450 (CYP) Humano asigné el *2[-1584G] como
CYP2D6*2A y el alelo *2[-1584C] como CYP2D6*41 2°. Con el tiempo se comprobd que la
variacion CYP2D6 -1584C>G aparecia, ademas, ligada al polimorfismo 31G>A en el alelo
funcional CYP2D6*35 .

Varios estudios han analizado este polimorfismo y su relacion con la capacidad hidroxiladora de
CYP2D6, con resultados contradictorios 758-8, Dos estudios en poblaciones mestiza y
amerindia de México fenotipadas con DXT no mostraron una asociacién clara del polimorfismo -
1584C>G y la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 7587, mientras que en una poblacion
caucasica alemana fenotipada con SPT se encontr6 que los alelos CYP2D6*1, *2 y *35 fueron
fenotipicamente equivalentes . Sin embargo, se ha encontrado que el alelo CYP2D6*35
aparece frecuentemente en individuos mUMs sin duplicacion del gen CYP2D6 . Un estudio in
vitro 9 describié que los polimorfismos del alelo CYP2D6*35 que suponen un cambio en la
secuencia de la proteina (CYP2D6 31G>A, Val11Met; CYP2D6 2850C>T, Arg296Cys; CYP2D6
4180C>G, Serd86Thr) no se asociaron a mayor expresion proteica %. Este resultado llevé a los
autores del estudio a proponer que la asociacién de CYP2D6*35 con el fenotipo mUM de
CYP2D6 podria deberse a una proteina mas eficiente %, si bien es cierto que el ligamiento de
uno o varios de los SNPs CYP2D6 31G>A, CYP2D6 2850C>T, CYP2D6 4180C>G con otros
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cambios en el DNA que supongan una mayor expresidn enzimética, como podria ser la
asociacion de CYP2D6 31G>A con el polimorfismo CYP2D6 -1584C>G 85, no puede ser
descartado. Ademas, en un grupo de pacientes espafioles que recibian tratamiento en
monoterapia con tioridazina se encontrd que los portadores de la variante CYP2D6 -1584G
presentaron un incremento de la actividad de la enzima CYP2D6 frente a aquellos homocigotos
para el alelo -1584C &,

En resumen, los resultados anteriormente expuestos parecen indicar que podria existir una
relacion entre el SNP CYP2D6 -1584C>G y una capacidad hidroxiladora incrementada de
CYP2D6, aunque son necesarios mas estudios para aclarar esta posible asociacién. Como
consecuencia de todo ello este ha sido uno de los objetivos planteados para esta Tesis Doctoral

como se explicita mas adelante

5. VARIABILIDAD INTERETNICA DE CYP2D6

5.1 Variabilidad interétnica de CYP2D6 en poblaciones mundiales

La distribucién de alelos del gen CYP2D6, asi como de los grupos metabélicos mPMs y mUMs
de CYP2DG, varia en funcién del origen étnico de la poblacién. La publicacion A7.2 analiza todos
los estudios de frecuencias de CYP2D6 realizados en distintas las poblaciones del mundo para
detallar el patron de distribucion de los alelos CYP2D6 y de los grupos metabolicos de CYP2D6
segun los grupos étnicos y regiones geogréficas de las poblaciones. Los datos mas relevantes

de variabilidad se resumen a continuacion.

Las Figuras 2 y 3 muestran la frecuencia de las principales variantes alélicas de CYP2D6 en las
diferentes areas geograficas y grupos étnicos estudiados, respectivamente. CYP2D6*4 es mas
frecuente en poblaciones caucasicas, mientras que CYP2D6*10 es mas frecuente en
poblaciones del Este de Asia. Los alelos de actividad reducida CYP2D6*17 y *29 son mas
frecuente en poblaciones de Africa y en africanos americanos. Por su parte, CYP2D6*41 aparece
més frecuentemente en poblaciones de Oriente Medio y el Sur de Asia, y la multiplicacion de
alelos activos CYP2D6 muestra una mayor frecuencia en poblaciones de Oriente Medio, negras

de Africa y europeas de la zona Sur y Mediterranea, con las frecuencias mas altas de

32



1. Introduccion

CYP2D6*1xN o *2xN en una poblacion de voluntarios sanos de Etiopia 8 y otra de Arabia
Saudita 91,

En coherencia con lo anteriormente expuesto, los metabolizadores lentos gPMs y mPMs
CYP2D6 son mas frecuentes en Europa y en poblaciones Caucésicas, mientras que la
frecuencia del grupo gUM es mayor en poblaciones de Oriente Medio (10.54%) Por ultimo,
existen pocos trabajos que expongan claramente los datos de mUMs de CYP2D6, posiblemente
debido a la falta de definicion de este grupo, por ejemplo la no existencia una antimoda que

separe mUMs de mEMs, tema discutido anteriormente.
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Figura 2. Frecuencia de las principales variantes alélicas de CYP2D6 en diferentes regiones geograficas. n = n° de
individuos estudiados (Adaptada de la publicacién A7.2).
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Figura 3. Frecuencia de las principales variantes alélicas de CYP2D6 en diferentes grupos étnicos.

5.2. Variabilidad interétnica del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en poblaciones

iberoamericanas.

La variabilidad en la respuesta a farmacos no solo se ha descrito entre individuos, sino también
entre poblaciones con distinto origen étnico (publicacion A7.2). Las poblaciones latinoamericanas
poseen un origen hibrido, formado por diferentes grados de ancestria nativa americana o
amerindia, caucésica (principalmente de espafioles y portugueses) y africana 929, por tanto
pueden existir poblaciones mas o menos aisladas en los que se dé una preponderancia de un
determinado grupo étnico. Por tanto, el conocimiento de las caracteristicas farmacogenéticas de
los diferentes grupos étnicos, independientemente del pais de origen de los mismos, podria ser

relevante para la implementacion de estrategias terapéuticas adaptadas a ellos.

La revisién completa de los estudios de frecuencias CYP2D6 realizados en poblaciones
iberoamericanas (que incluyen las poblaciones latinoamericanas junto a las de Espafia y

Portugal) puede consultarse en la publicacion A7.1.
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En la Tabla Ill se describen las frecuencias de multiplicacion de genes activos CYP2D6, gUMs y
mUMs en las poblaciones iberoamericanas estudiadas. Hasta la fecha solo dos grupos han sido
estudiados determinando el fenotipo metabdlico (mUMs), debe tenerse en cuenta que los
voluntarios de Trinidad y Tobago ¢ fueron evaluados fenotipicamente con dextrometorfano,
mientras que los de Cuba y Nicaragua con debrisoquina %. De los 131 voluntarios sanos
caucasicos cubanos fueron fenotipados con debrisoquina, pero solo 130 fueron genotipados,
adicionalmente 129 voluntarios sanos mestizos cubanos fueron fenotipados con debrisoquina,
pero solo 126 fueron genotipados. De los 133 voluntarios sanos nicacaragiienses fueron
fenotipados con debrisoquina, pero solo 98 fueron genotipados. Los analisis de los 243 mestizos
méxicanos & incluyen los alelos CYP2D6*1xN, *2xN y *10xN,, los resultados de FEG contabiliza
los individuos con genotipo CYP2D6*1/*10x2 como gUMs (9.1%), pero si estos individuos se
eliminan el porcentaje de gUMs CYP2D6 baja hasta un 6.2%. En los estudios de la poblacion
caucasica espafiola %% la inclusion de alelos multiplicados sin actividad o con actividad

disminuida no puede ser descartada.

En general, se ha descrito una frecuencia alta tanto en genes activos CYP2D6 multiplicados
como en gUMs de CYP2D6 en poblaciones caucasicas, mientras que en el resto de grupos la
frecuencia es muy variable (Tabla Ill). Cabe destacar que, a pesar de que las poblaciones
nativas americanas son grupos aislados que pueden mostrar largas distancias genéticas del
resto de poblaciones %, solo han sido estudiados 12 grupos amerindios (Tabla Ill). Ademas, los
estudios que reportan gUMs CYP2D6 en Espafia no distinguieron claramente si el gen CYP2D6
multiplicado correspondia a un alelo con actividad normal o, por el contrario, a uno con actividad
disminuida o nula %%, por lo que el porcentaje de gUMs de CYP2D6 en la poblacion espafiola

podria estar sobrerrepresentado.
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Tabla IIl. Descripcion de las frecuencias de genes activos multiplicados CYP2D6, gUMs y mUMs de CYP2D6 en

poblaciones Iberoamericanas de voluntarios sanos (n.e. = no evaluada. n = niumero de voluntarios estudiados).

Etnia

Multiplicacion de

gUMs

mUMs*

predominante Poblacion Pais n ggr;le:; gztz\:/;s (%) (%) Referencia
India India Trinidad y Tobago 167 15 3.6 1.8 61
Negra Brasil 87 1.7 35 ne. 97
Africana Negra Costa Rica 49 7.2 8.2 n.e. 98,99
Negra Trinidad y Tobago 103 49 6.8 1.0 61
Karitana Brasil 24 8.3 ne. ne. 100
Surui Brasil 21 0.0 n.e. n.e. 100
Bribri Costa Rica 47 0.0 0.0 n.e. 98,99
Cabécar Costa Rica 28 0.0 0.0 ne. 98,99
Chorotega Costa Rica 32 1.6 3.1 ne. 98,99
Nativa Guatuso Costa Rica 16 9.4 18.8 n.e. 98,99
Americana  Guaymi Costa Rica 26 0.0 0.0 ne. 98,99
Huétar Costa Rica 48 3.1 6.3 n.e. 98,99
Maya México 25 6.0 n.e. n.e. 100
Tepehuana México 99 15 3.3 ne. s
Lacandones México 154 1.3 2.6 ne. 101
Tzotzil + Tzeltal México 110 05 0.9 ne. 102
Caucésica Cuba 1312 3.8 6.5 53 30
Caucésica Brasil 92 49 9.8 n.e. o7
Caucasica Espafia 217 3.5~ 7= n.e. 95
Caucasica Caucasica Espana 147 51~ 10.2~ ne. 9
Caucasica Espania 105 3.8 ne. ne. 103
Caucasica Espana 347 41 ne. ne. 30
Caucésica Portugal 100 6.1 84 n.e. 104
Mestiza Colombia 121 1.2 1.7 n.e. 105
Mestiza Costa Rica 139 54 10.1 ne. 98,99
Mestiza Cuba 1292 4.7 4.8 2.3 30
Mestiza Ecuador 118 0.8 1.7 ne. &
Mestiza México 243 5.0& 9.1% n.e. 84
Mestiza México 112 41 45 ne. &
Mestiza Mestiza México 96 3.6 n.e. n.e. 106
Mestiza México 100 1.5 3.0 ne. 101
Mestiza México 102 3.9 7.8 ne. 102
Mestiza Nicaragua 133# 2.0 3.1 0.0 30
Mestiza Mexicana  USA 349 1.0 0.8 ne. 107
Mestiza Mexicana ~ USA 50 3.0 2.0 ne. ™
Mestiza Mexicana  USA 264 04 04 n.e. 87
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6. IMPLICACIONES CLINICAS DEL METABOLISMO ULTRARRAPIDO CYP2D6

La enzima CYP2D6 se ha relacionado con el metabolismo de aproximadamente el 25% de los
farmacos usados en clinica, como los antidepresivos amitriptilina, fluoxetina, paroxetina,
fluvoxamina, venlafaxina y citalopram 92!, Sin embargo, CYP2D6 participa no solo en el
metabolismo de sustancias exdgenas como farmacos, sino también en el metabolismo de
productos del metabolismo endogeno como monoaminas piscoactivas (p.ej., serotonina),

endocannabinoides (p.ej., anandamida) u hormonas (p.ej., progesterona) 2.

Asi, la variabilidad en la capacidad metabolica de CYP2D6 podria influir, por un lado, en la
aparicion de efectos adversos o fallo en el tratamiento farmacolégico, y por otro lado, en la
tendencia a mostrar diferencias en determinados rasgos de personalidad, funciones
neurocognitivas, y/o vulnerabilidad a psicopatologia, como se desarrollara en los siguientes

apartados y ha sido revisado recientemente 108,

6.1. Relacion entre la variabilidad de la capacidad funcional de CYP2D6 y el metabolismo

de farmacos mediado por CYP2D6

La variabilidad en el metabolismo de los farmacos mediados por CYP2D6 puede tener, desde el
punto de vista clinico, implicaciones importantes. Los fenotipos metabélicos PM y UM de
CYP2D6 son particularmente relevantes debido a que podrian incrementar la susceptibilidad a
reacciones adversas de farmacos o provocar un fallo en la respuesta al tratamiento
farmacologico 109110, Como se ha comentado anteriormente, los individuos PMs no tienen
actividad CYP2D6 apreciable, por lo que podrian presentar mayor cantidad de efectos adversos
cuando los pacientes son tratados con sustratos de la enzima CYP2D6, debido principalmente a
un aumento en las concentraciones plasmaticas del farmaco 23435, Por su parte, los sujetos UMs
muestran un metabolismo incrementado mediado por CYP2D6 y, como consecuencia de ello, se
ha descrito una tendencia a no responder a la administracién de farmacos sustratos de la enzima
CYP2D6 '1.112, Por ejemplo, en relacion al metabolismo mediado por CYP2D6 de farmacos
antihipertensivos como el metoprolol, se ha mostrado que los PMs podrian tener una mayor
concentracion plasmatica del farmaco, mejor respuesta farmacoldgica y, también, una mayor
tendencia a sufrir efectos adversos 113-116 mientras que los individuos UMs parecian mostrar

tendencia a un fallo en la respuesta terapéutica 4. Lo contrario se ha demostrado cuando a un
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paciente se le administra un profarmaco inactivo que es transformado a su metabolito activo por

la enzima CYP2D6, como ocurre con la codeina 31117 y el tamoxifeno 118.119,

Debido a la potencial relevancia clinica de los grupos funcionales de PMs y UMs de CYP2D6, la
Agencia Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la EMA han incluido informacion
farmacogenética relativa al CYP2D6 en las fichas técnicas de algunos farmacos, como
aripiprazol, codeina, haloperidol, nortriptilina o tramadol (para mas informacién consultar la Tabla
de Biomarcadores de la FDA 120 o las fichas técnicas de estos farmacos en la EMA 121). De
hecho, en los Ultimos afios, se ha difundido una comunicacion desde la FDA y la EMA,
posteriormente replicada por las Agencias nacionales, entre ellas la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), en relacién a los UMs de CYP2D6 y el uso de

codeina 122,123,

La codeina es un profarmaco O-demetilado por la enzima CYP2D6 al analgésico opioide
farmacoldgicamente activo morfina. Algunos estudios han mostrado una disminucién tanto en los
niveles plasmaticos de morfina como en los niveles de analgesia en individuos PMs de CYP2D6
124-126_Por el contrario, los individuos UMs convierten la codeina a morfina mas rapidamente que
el resto, lo que implica que los UMs de CYP2D6 poseen una mayor concentracion plasmatica de
morfina y una mayor frecuencia de efectos adversos, como la sedacion o la depresion
respiratoria, en comparacion con el resto de sujetos '17.127, Estos datos estan apoyados en la
literatura con varios trabajos que han mostrado graves intoxicaciones por morfina, en algunos
casos letales, en nifios UMs de CYP2D6 tras la ingesta de codeina o en bebés que estaban
siendo amamantados y cuyas madres fueron UMs de CYP2DG6 y estaban en tratamiento con este
farmaco 3233.128-131 Por todo ello, en el afio 2013 la FDA modificd la ficha técnica de la codeina
especificando que 1) dicho farmaco esta contraindicado para el dolor post-quirrgico tras una
amigdalectomia y/o adenoidectomia en pacientes pediatricos, puesto que estos pacientes son
particularmente sensibles a los efectos depresores respiratorios de la codeina cuando esta se
metaboliza rapidamente a morfina y 2) se debe vigilar y monitorizar los signos de depresion
respiratoria en nifios que reciben codeina por otras causas, asi como en las pareja madres-
bebés cuando la madre esté amamantando a su hijo y, ademas, en tratamiento con codeina 122,
Recientemente, la EMA también ha restringido el uso de codeina, contraindicandolo para la tos y

el resfriado en nifios menores de 12 afios y por cualquier causa en madres que estén
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amamantando a sus hijos y en personas de cualquier edad que sean UMs de CYP2D6 123,
Ademas, esta agencia no recomienda su uso en nifios y adolescentes de entre 12 y 18 afios con
problemas respiratorios '23. Estos datos ponen de manifiesto la importancia clinica de la

variabilidad funcional de CYP2D6, especialmente el fenotipo metabélico UM de CYP2DG6.

6.1.1. Relacién entre la variabilidad funcional de CYP2D6 y el metabolismo de farmacos

antidepresivos mediado por CYP2D6

Existen varios estudios que documentan el impacto clinico de los polimorfismos de CYP2D6 en
la respuesta farmacoldgica y/o efectos adversos en relacion al tratamiento antidepresivo,
especialmente con la amitriptilina o la fluoxetina. Asi, el metabolismo lento o ultrarrdpido mediado
por CYP2D6 se ha relacionado con concentraciones mas altas y mas bajas de fluoxetina
respectivamente 9132133 Estos resultados se apoyan en otros trabajos que han mostrado que los
individuos PMs de CYP2D6 tienden a tener mas reacciones adversas a farmacos antidepresivos
metabolizados por la enzima CYP2D6, como la amitriptilina o la fluoxetina 112.117.134135 'y que por
el contrario, los individuos UMs se han asociado con una falta de respuesta al tratamiento

farmacoldgico antidepresivo 111,112,

Los farmacos antidepresivos amitriptilina o fluoxetina son usados para el tratamiento de
condiciones psiquiatricas como los trastornos del comportamiento alimentarios (TCAs) %6, el
comportamiento suicida y la depresién mayor '3, que pueden presentarse en un porcentaje
importante de pacientes con TCAs 138, Curiosamente, se conoce que aproximadamente un 30%
de los pacientes en tratamiento con farmacos antidepresivos presentan discontinuacion
temprana durante la sexta semana de tratamiento 139140, Entre las razones mas relevantes para
explicar la discontinuacion o abandono temprano del tratamiento estén la presentacion de
reacciones adversas a los farmacos y el fallo o fracaso en la respuesta farmacologica 41, lo que

podria deberse a la variabilidad interindividual en el metabolismo de estos farmacos.

A pesar de lo anteriormente expuesto, se conoce poco sobre la relacion de CYP2D6 y la
discontinuacion en el tratamiento de farmacos antidepresivos sustratos CYP2D6. Solo un estudio
ha analizado si los PMs CYP2D6 abandonan el tratamiento con farmacos antidepresivos
sustratos de esta enzima con més frecuencia que el resto 140, sobre la hipotesis de que este
grupo metabolico debe sufrir mayores efectos adversos. Contrariamente a lo esperado, dicho

estudio 140 encontré que los individuos que habian sido clasificados genotipicamente como PMs
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(basandose Unicamente en la determinacion del alelo de actividad nula CYP2D6%4, por tanto,
homocigotos portadores de dos alelos CYP2D6*4) no presentaban diferencias en el abandono
del tratamiento antidepresivo en comparacion con el resto de grupos genotipicamente
clasificados. El hecho de que la frecuencia de abandono del tratamiento antidepresivo no fuera
mayor en los PMs homocigotos para el alelo CYP2D6*4 podria deberse a dos posibles aspectos.
En dicho estudio 140 no se determinaron otras variantes alélicas de CYP2D6 que también dan
lugar a proteinas con actividad nula (como CYP2D6*3, *5, *6) o con actividad reducida (por
ejemplo CYP2D6*10, *17), con lo cual se deduce que el resto de posibles PMs no detectados se
encontrarian en el grupo de EMs, disminuyendo las diferencias potenciales entre ambos. Otra
posible razén por la que no se encontraron diferencias es la practica comun de iniciar el
tratamiento con las dosis mas bajas dentro del rango aprobado %0, con el fin de que se
minimicen los efectos adversos de los farmacos, y de esta manera, los PMs toleren mejor dichos
efectos adversos. Sin duda, esta manera de prescribir los farmacos antidepresivos, si bien
supone una ventaja y previene el abandono del tratamiento antidepresivo en PMs 140, podria

suponer una desventaja al incrementar la discontinuacion del tratamiento en UMs.

Todos estos datos, como se explica a continuacidn, pueden estar relacionados a su vez con las
asociaciones encontradas entre la variabilidad CYP2D6 y la vulnerabilidad a psicopatologia, y el

riesgo de historia de intentos de suicidio, tentativa suicida severa y muerte por suicidio.

6.2. CYP2D6 y psicopatologia

6.2.1. Metabolismo enddgeno de CYP2D6
La enzima CYP2D6 también esta implicada en el metabolismo de sustancias endégenas como

endocannabinoides, hormonas y, fundamentalmente, neurotransmisores 2. Por ejemplo, algunos
estudios in vitro han demostrado que CYP2D6 participa en el metabolismo de la anandamida
(endocannabinoide implicado en la regulacion de varias funciones fisiolégicas, con efectos
neuroprotectores y antiinflamatorios) 142143, o de la progesterona 44, En relacion al metabolismo
de neurotransmisores, se ha demostrado que CYP2D6 participa en la formacién de dopamina a
partir de tiramina 145 y también en la regeneracion de serotonina desde 5-metoxitriptamina 22. Asi,
existen datos en humanos que observan diferencias en los niveles de serotonina basal en

plaquetas en relacion a los genotipos de CYP2D6 146, En consecuencia, CYP2D6 podria tener no
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solo un papel directo en la vulnerabilidad a la enfermedad mental a través de la modulacion del
sistema serotoninérgico, sino que también podria tener uno indirecto a través del sistema
dopaminérgico 24, debido a la relacion de equilibrio o compensacién de estos dos sistemas en

determinadas regiones del cerebro 2324 donde también se expresa la enzima CYP2D6 ©.

6.2.2. Relacion de la actividad CYP2D6 con rasqos de personalidad, vulnerabilidad a

psicopatologia, trastornos del comportamignto alimentario y suicidio.

Posiblemente debido a la implicacién de CYP2D6 en el metabolismo de sustancias endédgenas,
se ha descrito previamente una relacion entre la variacion de CYP2D6 y rasgos de personalidad
49,147,148 'y neurocognicion 148, En este sentido, los PMs de CYP2D6 se han relacionado con
mayor ansiedad psiquica y menor grado de socializacion, tanto en una poblacion de voluntarios
sanos de Espafia como en una de Cuba analizadas con la Escala de Personalidad Karolinska
(KSP, del inglés “Karolinska Scale Personality”) 49147, Ademas, en ambas poblaciones también
se encontrd un patrén similar en los rasgos de psicastenia e inhibicion de la agresion entre los
diferentes grupos metabdlicos CYP2D6, siendo mayor la puntuacion de estas escalas en los
individuos PMs de CYP2D6 42147, Los PMs parecen mostrar rasgos de personalidad
relacionados con impulsividad y perfeccionismo 48, pero curiosamente parecen presentar menor
psicopatologia que los EMs 148150, | a menor vulnerabilidad a psicopatologia parece estar de
acuerdo con datos que muestran relacién del fenotipo metabdlico PMs con un mejor rendimiento
de funciones cognitivas en tareas que miden atencion sostenida y que implican mantenimiento
de la respuesta de alerta y discriminacion de estimulos en el tiempo resistiendo la fatiga 148. Este
resultado es ademas apoyado por estudios posteriores de Imagen por Resonancia Magnética
Estructural y Funcional que demuestran diferencias en el volumen y la mejor funcién de regiones
cerebrales que soportan la funcién cognitiva relacionada con la atencién sostenida en los PMs
151152, Por el contrario, parece que los UMs de CYP2D6 podrian tener mas vulnerabilidad a la
psicopatologia, como demostrarian los datos que han sido encontrados en un grupo de
individuos que habian intentado suicidarse '%3. En este estudio, los individuos UMs fueron
diagnosticados mas frecuentemente con al menos un trastorno de personalidad que aquellos

individuos con uno o ningun gen CYP2D6 activo 193,

En relacion a los UMs y apoyando las Ultimas observaciones, se ha encontrado recientemente

una alta frecuencia de genes activos CYP2D6 en individuos con TCAs comparado con controles
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sanos 4, La relacion entre CYP2D6 y los TCAs requiere mas estudios y puede ser debida, entre
otros factores, a una falta de respuesta al tratamiento con fluoxetina (farmaco antidepresivo
sustrato de CYP2D6), ya que es el farmaco de eleccion recomendado por la FDA para tratar los
atracones alimentarios que se dan principalmente en el diagndstico de Bulimia Nerviosa 1%, pero
que también pueden darse en otros subtipos de TCAs 156, Adicionalmente, parece que la alta
frecuencia de individuos gUMs entre los sujetos con TCAs se da fundamentalmente en aquellos

con historia de intento suicida 157.

Especificamente, respecto del suicidio, se ha mostrado en una poblacién forense sueca que los
gUMs de CYP2D6 eran mas frecuentes entre los individuos que murieron por suicidio en
comparacion con los que murieron por causa natural 198, Otro estudio también mostrd que en
pacientes depresivos hospitalizados los gUMs tenian sintomas relacionados con mayor riesgo de
cometer una tentativa suicida '%°. Ademas, en una poblacion de supervivientes a la tentativa
suicida, los gUMs fueron mas frecuentes entre los que realizaban una tentativa severa asociada
con mayor riesgo eventual de letalidad 169, Por Ultimo, tan solo existe un trabajo mas que analiz6
la relacién CYP2D6 y riesgo de suicidio en un estudio multicéntrico europeo en poblacion
depresiva resistente a tratamiento farmacoldgico, pero no encontré ninguna asociacion 161, Sin
embargo, tanto la definicion de gUMs CYP2D6 como la del riesgo de suicidio fueron mal
definidas en este estudio, lo cual podria sesgar los resultados, como se detalla en la publicacion
A9.1.

En su conjunto, de los resultados expuestos anteriormente se puede resumir que un incremento
de la actividad CYP2D6 podria correlacionarse con un aumento del riesgo tanto de sufrir un
trastorno del comportamiento, posiblemente caracterizado por sintomas bulimicos, como de
cometer una tentativa de suicidio. Estos datos podrian deberse, por un lado, a la falta de
respuesta al tratamiento farmacologico més utilizado para estos problemas mentales, los
antidepresivos y, por otro lado, a la implicacion de CYP2D6 en el metabolismo de sustratos

enddgenos, como la serotonina, implicado en gran algunos casos en psicopatologia.
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1. JUSTIFICACION

1. En relacion a la capacidad hidroxiladora de CYP2D6, se han descrito los grupos de
metabolizadores lentos (PMs), rapidos (EMs) y ultrarrapidos (UMs), con capacidad enzimatica
nula, normal e incrementada, respectivamente. La clasificacion de individuos en estos grupos se
puede llevar a cabo por la administracién de un farmaco test en estudios de fenotipo metabdlico,
permitiendo distinguir los grupos metabolicos mPMs, mEMs y mUMs. El desarrollo de cocteles
de fenotipacion frente al uso de métodos selectivos supone una ventaja importante en este tipo
de estudios, puesto que esta metodologia permite medir la capacidad metabolica de varios CYPs
simultdneamente 64162163 mostrando ademas ventajas adicionales 2. Por todo ello, podria ser
de interés disefiar y desarrollar un céctel de fenotipacion que permita medir la capacidad
hidroxiladora de CYP2DG, junto a la de otras enzimas implicadas en el metabolismo de farmacos
habitualmente usados en la practica clinica, como serian CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 y
CYP3A4.

Ademas, los grupos metabdlicos de CYP2D6 pueden ser estimados a partir del genotipo
CYP2D6 con cierta exactitud 2530, diferenciandose los gPMs, gEMs y gUMs. Sin embargo, la
relacion entre gUMs y mUMs solo explica una parte del mUM de CYP2D6 observado 30.59.77, E|
SNP CYP2D6 -1584C>G podria ajustar dicha relacion, puesto que se ha asociado in vitro a una
mayor expresion de CYP2D6 36, in vivo a una mayor capacidad hidroxiladora CYP2D6 &, v,
ademas, se ha encontrado en individuos mUMs de CYP2D6 que no presentan multiplicaciones
de CYP2D6 88. Sin embargo, otros trabajos han mostrado resultados contradictorios 758687, En
base a los resultados anteriores podria ser interesante evaluar la relacién entre CYP2D6 -
1584C>G y la capacidad hidroxiladora CYP2D6 en una poblacion de voluntarios sanos evaluada
previamemente con un farmaco test, con el fin de aclarar la influencia o no de este SNP en la
capacidad hidroxiladora CYP2D6.

Adicionalmente, y debido a que los estudios de administraciéon de un farmaco test quedarian
restringidos a voluntarios sanos, se ha propuesto alternativamente que la determinacion de la
concentracion plasmatica de farmaco y metabolito principal puede ser usada como una medida
de la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 en pacientes 4748.y, ademas, podria ser de utilidad
para el estudio de interacciones entre farmacos en pacientes tratados con amitriptilina,

tioridazina o risperidona en politerapia y con diferente genotipo CYP2D6 .70 Sin embargo,
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ningun estudio similar ha sido realizado con aripiprazol, a pesar de ser uno de los farmacos mas
prescritos actualmente en pacientes psiquiatricos 14, normalmente en politerapia farmacolégica

165-168 por lo que podria estar justificado su estudio.

2. Por otro lado, se ha demostrado que existe variabilidad en las frecuencias de alelos y
fenotipos metabolicos de CYP2D6 en poblaciones con diferente origen étnico. Sin embargo,
Unicamente se han estudiado 12 grupos de nativos americanos en relacion a las frecuencias de
genes activos CYP2D6 multiplicados y de gUMs de CYP2D6. Todo ello a pesar de que estos
grupos pueden ser muy variables entre si, y de que el metabolismo incrementado de CYP2D6 se
ha relacionado con fallos terapéutico '1'.112 y con la aparicion o incremento de efectos adversos
117.131 en pacientes tratados con sustratos CYP2D6. Asi, parece necesaria la caracterizacion de
las frecuencias de los UMs de CYP2D6 en mas poblaciones amerindias, lo que ayudaria a
generar patrones de prescripcion de farmacos ajustados a los perfiles de cada una de estas

poblaciones, especialmente teniendo en cuenta la psicopatologia asociada a los UMs.

Igualmente, pocos estudios analizaron las frecuencias de genes activos CYP2D6 multiplicados y
de gUMs de CYP2D6 en las poblaciones de Espafia y Portugal 30.95.9.103,104 E| (inico trabajo en
la poblacion de Portugal incluy6 solo 100 voluntarios sanos 194, Ademas, de los estudios llevados
a cabo en la poblacién espafiola, solo dos de ellos 30.103 discriminan claramente si los alelos
multiplicados CYP2D6 tienen actividad normal, disminuida o nula. En consecuencia con lo
anterior, el porcentaje de gUMs CYP2D6 descrito en la poblacion espafiola podria ser incorrecto,
puesto que los estudios que dan dicho porcentaje son los que no discriminan cuél es el alelo
CYP2D6 multiplicado %%, Por tanto, son necesarios mas estudios con un mayor numero de
voluntarios en poblaciones ibéricas de Espafia y Portugal, en los que se identifique el alelo
CYP2D6 multiplicado, con el fin de describir con la mayor exactitud posible las frecuencias de

genes activos CYP2D6 multiplicados y de gUMs.

Ademas, los actuales trabajos de frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2D6 analizan
prioritariamente la variabilidad en diferentes paises. Sin embargo, podria ser interesante,
independientemente del pais, el estudio descriptivo de estas frecuencias en poblaciones
iberoamericanas con origen étnico amerindio, affricano, caucasico y judio identificado, que
representan, respectivamente, los 3 componentes ancestrales mayoritarios de Latinoamérica y

un grupo adicional minoritario de la zona. Por tanto, el conocimiento de las frecuencias alélicas y
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genotipicas de CYP2D6 en cada poblacién con un especifico componente ancestral podria ser
utilizado para optimizar, al menos en parte, la terapia farmacologica en Latinoamérica, con
recomendaciones especificas no por paises, sino por el origen étnico de las poblaciones y
grupos especificos. Este es el objetivo principal del Consorcio CEIBA de la Red Iberoamericana

de Farmacogenética y Farmacogendmica (RIBEF), en el que se desarrolla este estudio.

3. Finalmente, se ha encontrado una mayor frecuencia de genes activos CYP2D6 en pacientes
con TCAs que en controles sanos 5. Asi, se podria pensar que el metabolismo incrementado de
CYP2D6 podria aumentar el riesgo de desarrollar sintomas relacionados con TCAs. Sin
embargo, no existe en la actualidad ningin estudio que analice este riesgo en una poblacién de
voluntarios sanos. Ademas, varios estudios han relacionado los gUMs con el suicidio consumado
158 la historia de tentativa suicida en pacientes con TCAs %7, el riesgo de suicidio en pacientes
resistentes al tratamiento antidepresivo 199 y la severidad del intento suicida 60, Sin embargo,
son necesarios mas estudios que repliquen estos resultados en otras poblaciones. Asi, con el fin
de replicar un estudio anterior 7 se pretende estudiar la relacion entre el UM de CYP2D6 y la
historia de tentativa suicida en una poblacién diferente de pacientes diagnosticados con TCAs.
Por ultimo, el UM de CYP2D6 se ha relacionado con la no respuesta al tratamiento antidepresivo
11, Este resultado podria, a su vez, apoyar la relacion entre el metabolismo incrementado de
CYP2D6 y suicidio, bajo la hipotesis de que si los pacientes no responden al tratamiento, podrian
dejarlo y consecuentemente cometer una tentativa suicida. Por ello, podria ser de utilidad clinica
estudiar la relacion entre el metabolismo incrementado de CYP2D6 y la discontinuacion del
tratamiento antidepresivo con sustratos de la enzima CYP2D6, como son la fluoxetina y la

amitriptilina.

En resumen, el metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 parece uno de los grupos funcionales de
mayor relevancia por sus potenciales implicaciones clinicas. Los UMs podrian presentar, por una
parte, niveles disminuidos de farmacos, lo que podria condicionar el abandono de la terapéutica.
Por otra parte, en base a su participacion en el metabolismo enddgeno, los UMs podrian
relacionarse con psicopatologia. El estudio de la relacion de los UMs de CYP2D6 con riesgo de
TCA en poblacion sana (VIIl), de suicidio en pacientes (IX) o abandono de tratamiento con
antidepresivos (X) conforman los estudios del Bloque 3 de esta Tesis Doctoral. En consonancia

con la relevancia clinica hipotetizada para el fenotipo UMs, el Bloque 1 estudia las diferentes
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formas de objetivarlo (mediante un farmaco test-asociado a otros en un coctel (1), la optimizacion
de la relacion feno/genotipo (Il) o durante la monitorizacion terapéutica (1ll). Ademés, en base a
la relevancia clinica comentada y a la posible existencia de una proporcién mayor de UMs en la
poblacion ibérica, se justifica el estudio de su potencial variabilidad interétnica de la peninsula
ibérica y Latinoamérica: Espafia (IV), Portugal (V), México (VI) y el consorcio CEIBA de la Red
RIBEF que incluye 19 paises Iberoamericanos (VII).

2. ORGANIZACION DE LOS ESTUDIOS

La presente Tesis Doctoral estudia los UMs del CYP2D6 en tres aspectos diferentes: la
metodologia de identificacion de estos individuos, su frecuencia en distintas poblaciones
iberoamericanas, y, por Ultimo, su relacion con psicopatologia, factor de riesgo de enfermedad y
de asociacion al suicidio en TCA, o de abandono del tratamiento con antidepresivos. Los tres
bloques en se ha dividido la Tesis Doctoral se corresponden a los tres objetivos generales,
relacionadas a las tres preguntas respecto de los CYP2D6 UMs: ; Como se identifican?, ¢ varian

entre poblaciones? y ¢ qué relacion tienen con psicopatologia y abandono del tratamiento?.

Por todo lo anteriormente expuesto, la presente Tesis Doctoral presenta tres bloques de estudios

(Bloques 1, 2 'y 3), correspondientes a los apartados expuestos en la justificacion.
BLOQUE 1. EVALUACION DEL FENOTIPO METABOLICO DE LA ENZIMA CYP2D6.

Estudio I. Propuesta de un céctel de fenotipacion para medir la capacidad metabodlica de las
enzimas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4

Estudio Il. Estudio de la influencia del polimorfismo del promotor CYP2D6 -1584C>G en la
capacidad metabdlica de CYP2D6

Estudio Ill. Estudio de la relevancia del genotipo CYP2D6 y las interacciones farmacoldgicas en

el indice metabdlico de aripiprazol

BLOQUE 2. EVALUACION DE LA VARIABILIDAD INTERETNICA DEL METABOLISMO
ULTRARRAPIDO DE CYP2D6
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Estudio IV. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrédpido de CYP2D6 en ocho

poblaciones de voluntarios sanos amerindias de México

Estudio V. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en una poblacion

de voluntarios sanos de Espafia

Estudio VI. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en una poblacion

de voluntarios sanos de Portugal

Estudio VII. Estudio de la variabilidad interétnica del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en

poblaciones iberoamericanas

BLOQUE 3. EVALUACION DE LAS IMPLICACIONES CLINICAS DEL METABOLISMO
ULTRARRAPIDO DE CYP2D6

Estudio VIII. Estudio de la relacion entre el fenotipo metabdlico ultrarrdpido CYP2D6 y sintomas
relacionados con trastornos del comportamiento alimentario en una poblacion de mujeres sanas
de Cuba

Estudio IX. Estudio de la relacion entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 e historia de

tentativa suicida en pacientes con trastornos del comportamiento alimentario de México

Estudio X. Estudio de la relacién entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 vy la
discontinuacion temprana del tratamiento en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina en

pacientes con trastorno depresivo mayor de México

La Tabla IV muestra la correspondencia entre los diferentes estudios y las publicaciones
incluidas en la presente Tesis Doctoral. Aunque la mayoria de estudios corresponden con una
publicacion, para la fundamentacion de la hipotesis y discusion de los resultados en los Estudios
VIl'y IX se han realizado una o varias publicaciones adicionales (A7.1, A7.2 y A9.1). Igualmente,
la metodologia de los Estudios Il y VII se ha publicado por separado (A3.1y A7.3). En total, la
presente Tesis Doctoral consta de 10 estudios que engloban 15 publicaciones, que se listan en

el apartado 4 de los anexos.
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Tabla IV. Correspondencia entre los Estudios y publicaciones incluidos en la presente Tesis Doctoral

esrubIos DE LA TesisoocToRaL  PUBLICACIONES DELA G el o pcresi
Y/O METODOLOGIA

BLOQUE 1. FENOTIPO METABOLICO

Estudio I. Coctel de fenotipacion A1

Estudio Il. CYP2D6 -1584C>G A2

Estudio Ill. MR ARI/DARI A3.2 A31

BLOQUE 2. VARIABILIDAD INTERETNICA

Estudio IV. México A4

Estudio V. Espafia A5

Estudio VI. Portugal A6

Estudio VII. Iberoamérica A7.4 A71,A7.2yAT.3

BLOQUE 3. IMPLICACIONES CLINICAS EN

SALUD MENTAL

Estudio VIII. Riesgo TCAs A8

Estudio IX. Suicidio TCAs A9.2 A9.1

Estudio X. Discontinuacion antidepresivos A10

El listado de las publicaciones (A1 —A10) puede consultarse en el apartado 4 de los Anexos.
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3. OBJETIVO GENERAL

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general estudiar el polimorfismo metabdlico
CYP2DG6, especificamente los metabolizadores ultrarrapidos, en tres aspectos: determinar la
metodologia de identificacion (relacién feno/genotipo metabdlico), estudiar la variabilidad
poblacional del metabolismo incrementado de CYP2D6 en poblaciones iberoamericanas y
analizar la implicacion clinica del mismo en aspectos de salud mental (trastornos del

comportamiento alimentario, suicidio y evaluacion de la respuesta a antidepresivos).

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
BLOQUE 1. EVALUACION DEL FENOTIPO METABOLICO
Estudio I. Coctel de fenotipacion

1.1. Disefiar un coctel de fenotipacion capaz de medir la capacidad metabodlica de las enzimas
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4

Estudio Il. CYP2D6 -1584C>G

II.1. Evaluar la relacion entre el polimorfismo de CYP2D6 -1584C>G y el indice metabdlico de

CYP2D6 debrisoquina/4-hidroxidebrisoquina en voluntarios sanos
Estudio lll. MR ARI/DARI

1.1. Desarrollar un método de HPLC para el anélisis de aripiprazol y dehidroaripipraol en plasma

humano

2. Analizar la relacién entre el numero de genes activos CYP2D6 y el MR
aripiprazol/dehidroaripiprazol.

BLOQUE 2. VARIABILIDAD INTERETNICA
Estudio IV. México

IV.1. Analizar la variabilidad del fenotipo metabolizador ultrarrapido en poblaciones amerindias

del noroeste de México
Estudio V. Espana

V.1. Determinar la frecuencia del fenotipo metabolizador ultrarrapido en una poblacion de
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Espafia
Estudio VI. Portugal

VI.1. Determinar la frecuencia del fenotipo metabolizador ultrarrapido en una poblacion de

Portugal
Estudio VII. Iberoamérica

VII.1. Analizar la variabilidad del fenotipo metabolizador ultrarrapido en poblaciones

iberoamericanas de diferente origen étnico

BLOQUE 3. IMPLICACIONES CLINICAS EN SALUD MENTAL

Estudio VIII. Riesgo TCAs

VIII.1. Determinar si existe relacion entre el fenotipo metabolico ultrarrapido CYP2D6 y sintomas

relacionados con trastornos del comportamiento alimentario en una poblacion de Cuba
Estudio IX. Suicidio TCAs

IX.1. Determinar si existe relacion entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 y la historia

de intento de suicidio en pacientes con trastornos del comportamiento alimentario de México
Estudio X. Discontinuacion antidepresivos

X.1. Determinar si existe relacién entre el fenotipo metabdlico ultrarrdpido CYP2D6 y la
discontinuacion temprana en el tratamiento en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina en

pacientes con trastorno depresivo mayor de México.
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La metodologia de los estudios de la presente Tesis Doctoral, asi como los materiales utilizados,

puede consultarse en detalle en las publicaciones A1 - A10.

1. POBLACION DE ESTUDIO

Los estudios de esta Tesis Doctoral fueron realizados en voluntarios sanos (n=5229; Estudios II,
IV, V, VI, VIl y VIIl), pacientes psiquiatricos en tratamiento con aripiprazol (n=22; Estudio lll),
pacientes con TCAs (n=204; Estudio IX) y pacientes con trastorno depresivo mayor (n=100;
Estudio X) (Tabla V). En total, 5229 voluntarios sanos y 326 pacientes han sido estudiados en los

estudios de la presente Tesis Doctoral.

Los paises de procedencia de los 5555 individuos incluidos en los estudios de la presente Tesis
Doctoral fueron Argentina (mestizos del Estudio VII), Brasil (mestizos del Estudio VII), Colombia
(mestizos del Estudio VII), Costa Rica (mestizos, amerindios y africanos del Estudio VII), Cuba
(Estudio II, VIl 'y mestizos, caucasicos y africanos del VII), Ecuador (mestizos del Estudio VII),
México (Estudio IV, IX, X'y mestizos y amerindios del VII), Nicaragua (Estudio Il y mestizos del
VII), Peru (mestizos y amerindios Estudio VII), Uruguay (mestizos del Estudio VII), Espafia

(Estudio Ill, V'y caucésicos del VII) y Portugal (Estudio VI'y caucasicos del VII).

La determinacion genotipica (salvo para el polimorfismo CYP2D6 -1584C>G) y del MR DBQ/4-
OHDBQ de los Estudios Il y VIII fue realizada con anterioridad al inicio de la presente Tesis
Doctoral 30.147 aunque el analisis de los datos realizado en la Tesis es original. Ademas, parte de
las frecuencias alélicas y de FEGs del Estudio VII se han publicado previamente por paises
30.76.98,101 "gqunque es la primera vez que se analizan todas las muestras en conjunto por grupo

étnico e independientemente del pais de origen.
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Tabla V. Descripcién general de los estudios de la presente Tesis.

Estudio | Poblacion Etnia n Determinacion

Variantes alélicas y FEGs CYP2D6*

Il VS Mestiza 320
DBQ y 4-OHDBQ en orina*
Pacientes Variantes alélicas y FEGs CYP2D6
[} L Caucasica 22
psiquiatricos ARy DARI en plasma
v VS Amerindia 508 Variantes alélicas y FEGs CYP2D6
v VS Caucasica 805 Variantes alélicas y FEGs CYP2D6
Vi VS Caucasica 300 Variantes alélicas y FEGs CYP2D6
Amerindia 1376
Caucasica 1506
Vil VS Africana 83 Variantes alélicas y FEGs CYP2D6
Ashkenazi 173
Mestiza 2102

Variantes alélicas y FEGs CYP2D6*
Vil VS mujeres Mestiza 159 DBQ y 4-OHDBQ en orina*

Riesgo de sintomas de TCAs

Pacientes con Variantes alélicas y FEGs CYP2D6
IX Mestiza 204

TCA Historia de tentativa suicida previa
X ,\Pﬁ;gmes N Mestiza 100 Variantes alélicas CYP2D6

* La determinacion genotipica (salvo para el polimorfismo CYP2D6 -1584C>G) y del MR DBQ/4-OHDBQ de los Estudios I y VIII
fue realizada con anterioridad al inicio de la presente Tesis Doctoral 30146, aunque el analisis de los datos realizado en la Tesis es
original. n = nimero de individuos. VS = voluntarios sanos. FEGs = fenotipos extrapolados de genotipos. DBQ = debrisoquina. 4-
OHDBAQ = 4-hidroxidebrisoquina. ARI = aripiprazol. DARI = dehidroaripiprazol. TCAs = trastornos del comportamiento alimentario.
MDD = trastorno depresivo mayor. n° de individuos estudiados en total = 5555

2. REACTIVOS E INSTRUMENTACION

2.1. Andlisis genético CYP2D6

Para la determinacion de genotipos del CYP2D6 se utilizaron muestras de sangre que fueron
extraidas en un tubo con EDTA potasico (Vacutainer®, BD, USA). Las muestras fueron
almacenadas a -20°C hasta la extraccion del DNA con el QIAamp®DNA blood kit (QIAGEN,
Hilden, Alemania).
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Los polimorfismos genéticos de CYP2D6 se estudiaron siguiendo técnicas previamente descritas
por el grupo de investigacion en publicaciones anteriores 76169, En las reacciones en cadena de
la polimerasa extra largas (XL-PCR) y las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)
convencionales se utilizaron la mezcla de deoxinuclettidos trifosfato (INTPs) Deoxynucleoside
Triphosphate Set PCR Grade (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) y oligonucleétidos
suministrados por Stab Vida (Lisboa, Portugal). En la XL-PCR se utilizé una mezcla de enzimas
Taq y Pwo DNA polimerasas Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics GmbH,
Alemania), y en las reacciones de PCR convencionales se utilizd BIOTAQ™ DNA Polymerase
(Bioline, Londres, Reino Unido). Todas estas reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania).

Los analisis de PCR a tiempo real (PCR-RT) fueron realizados en un Fast 7300 Real-Time
System (Applied Biosistems, Foster City, CA, USA), utilizando como reactivos sondas TagMan®
(ver Tabla Il) y TagMan® Universal PCR Master Mix. El estudio de la variacion del numero de
copias (CNV) requirié ademés del reactivo TagMan® Copy Number Reference Assay, human,
RNase P. Todos estos reactivos fueron suministrados por Applied Biosistems, Foster City, CA,
USA.

2.2. Desarrollo de un método para analizar las concentraciones de aripiprazol y su

principal metabolito dehidroaripiprazol

Las soluciones estandar madre de ARl y DARI ((Bristol-Myers Squibb Company, New Brunswick,
NJ, USA) fueron preparadas en metanol a una concentracion de 200 pg/mL. La prometazina,
utilizada como estandar interno (1S), fue suministrada por Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA)
y la solucién stock estandar fue preparada también en metanol a una concentracion de 1.46
mg/mL. Todas las soluciones madre estandar fueron almacenadas en ausencia de luz a una
temperatura de -20 °C hasta su uso. Las soluciones de trabajo de aripiprazol y dehidroaripiprazol
fueron preparadas por dilucion de las soluciones madre con metanol a concentraciones de 0.5, 1
y 10 pg/mL, mientras que la de prometazina se preparé a una concentracion de 14.6 ug/mL.
Estas soluciones de trabajo se almacenaron a 4 °C en ausencia de luz. Igualmente, para las
curvas analiticas, las soluciones de estandar de cada analito desde 10 a 1000 ng/mL fueron

preparadas a partir de la dilucidn de las soluciones de trabajo.

El dietil éter y el acetonitrilo de calidad HPLC usado para el proceso de extraccion, la solucién de
acido hidroclérico al 37% y el hidroxido sédico de grado analitico fueron proporcionados por

Merck (Darmstadt, Alemania). EI metanol de grado HPLC, acido acético y el sulfato sodico de
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grado analitico utilizados en los analisis cromatogréaficos fueron suministrados por Panreac
(Barcelona, Espafia). El agua fue purificada por deionizacion usando un sistema Mili-Q (Milipore,
Bedford, MA, USA).

Un cromatégrafo liquido 118 Beckman-Coulter (Beckman-Coulter Palo Alto, CA, USA) equipado
con una bomba solvente (modelo 118), una valvula de inyeccion Rheodyne (modelo 7725i) y un
detector UV (modelo 166) fue utilizado para determinar las concentraciones de ARl y DARI. Los
datos fueron adquiridos y la instrumentacién controlada usando un software Beckman 32 Karat v
2.1 (Beckman, Fullerton, CA, USA). El analisis de las muestras se llevd a cabo usando a
columna modificada con grupos fenilo (ACE Phenyl, 250x4.6 mm |.D., con tamafio de particula 5

um) suministrado por Advanced Chromatography Technologies (Aberdeen, Scotland).

3. METODOLOGIA

3.1. Propuesta de un coctel de fenotipacion

Para poder llevar a cabo la propuesta del coctel de fenotipacion del Estudio I, se realiz6 una
revision de la literatura, con el objetivo de conocer otros cocteles de fenotipacion que utilizados
para medir la capacidad hidroxiladora de las enzimas CYP. Los estudios fueron revisados con el
fin de encontrar la combinacion idonea de farmacos test que permitiera, de una manera eficaz y
segura, medir el fenotipo metabolico de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4
simultaneamente. La revision detallada puede consultarse en la publicacion A1. La propuesta del
coctel forma parte de la metodologia seguida por el Consorcio CEIBA de la RIBEF para el

andlisis de muestras (publicacién A7.3).

3.2. Analisis genético del CYP2D6

El analisis genético del CYP2D6 realizado en los Estudios Il-X se basdé en métodos de
genotipado de uso habitual en el laboratorio del equipo de investigacion y previamente descritos
76,169 Estos andlisis forman parte de la metodologia seguida por el Consorcio CEIBA de la RIBEF

para el analisis de muestras (publicacién A7.3).

3.2.1. Deteccion de duplicaciones en CYP2D6
Para determinar si los individuos portaban duplicaciones del CYP2D6 se llevé a cabo una XL-

PCR, donde se amplifica un fragmento especifico de la duplicacion (3.5kb), utilizando los
oligonucleétidos 2D6dupl-F y 2D6dupl-R 70 (Tabla VI). Ademas se amplifica en la misma PCR el
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gen completo CYP2D6 (5.1 kb), utilizando esta vez los oligonucledtidos DPKup y DPKlow 171
(Tabla VI). La mezcla de PCR consistid en reacciones de 25 pL que contenian 0.375 pL de una
mezcla de enzimas Taq y Pwo DNA polimerasas Expand Long Template PCR System (Roche
Diagnostics GmbH, Alemania), 2.5 uL de PCR buffer 3 (2.75 mM MgCl, Expand Long Template
PCR System), 0.5 mM de cada dNTP (Deoxynucleoside Triphosphate Set PCR Grade; Roche

Diagnostics GmbH, Alemania) y 0.4 uM de cada oligonucleétido.

Tabla VI. Secuencia de nucledtidos de los diferentes oligonucledtidos utilizados para la determinacién de distintas

variantes alélicas de CYP2D6.

Oligonucleétido Secuencia de nucleétidos CYP2D6

DPKup 5- GTT ATC CCA GAAGGC TTT GCAGGC TTCA-3'
DPKlow 5'- GCC GAC TGA GCC CTG GGA GGT AGG TA -3'
2D6 dupl-F 5'- CCT GGG AAG GCC CCATGG AAG -3

2D6 dupl-R 5'-CAG TTA CGG CAG TGG TCA GCT -3'

5'2D6*5 5'- CAC CAG GCA CCT GTACTC CTC -3

3'2D6*5 5'- CAG GCA TGA GCT AAG GCACCCAGAC -3

5'2D6.dup 5'-GCC ACCATG GTGTCTTTG CTT TCC TGG -3'

3' 2D6.dup 5-GGT TTC TTG GCC CGC TGT CCC CACTC -3'

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf, AG,
Hamburgo, Alemania) bajo las siguientes condiciones: 2 minutos de desnaturalizacion a 94 °C,
10 ciclos de 95 °C durante 20 segundos y 68 °C durante 4 minutos, 20 ciclos de 95 °C durante 20
segundos y 68 °C durante 4 minutos (incrementando 5 segundos por ciclo), y un paso de
extension final de 7 minutos a 68 °C.

El producto de PCR se analizé directamente en un gel de 0.8% de agarosa. Se visualizo el ADN
con bromuro de etidio. Esta XL-PCR genera un fragmento de 5.1 kb, correspondiente a la
amplificacion de CYP2D6, y un fragmento de 3.5 kb si existe algun alelo multiplicado.

3.2.2. Deteccion de CYP2D6*5

Para determinar si los individuos portaban el alelo CYP2D6*5 se llevd a cabo una XL-PCR,

donde se amplifica un fragmento especifico del CYP2D6*5 (3.5 kb), utilizando los
oligonucleétidos 52D6*5 y 3'2D6*5 172 (Tabla VI). Ademéas se amplifica en la misma PCR el gen
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completo CYP2D6 (5.1 kb), utilizando los oligonucleétidos DPKup y DPKlow 7! (Tabla VI). La
mezcla de PCR consistié en reacciones de 25 pL que contenian 0.375 uL de una mezcla de
enzimas Taq y Pwo DNA polimerasas Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics
GmbH, Alemania), 2.5 yL de PCR buffer 3 (2.75 mM MgCl,, Expand Long Template PCR
System), 0.5 mM de cada dNTP (Deoxynucleoside Triphosphate Set PCR Grade; Roche

Diagnostics GmbH, Alemania) y 0.4 uM de cada oligonucleétido.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf, AG,
Hamburgo, Alemania). Las condiciones fueron: 2 minutos de desnaturalizacion a 94 °C, 10 ciclos
de 95 °C durante 20 segundos y 68 °C durante 4 minutos, 20 ciclos de 95 °C durante 20
segundos y 68 °C durante 4 minutos (incrementando 5 segundos por ciclo), y un paso de

extension final de 7 minutos a 68 °C.

El producto de PCR se analizé directamente en un gel de 0.8% de agarosa. Se visualizd el ADN
con bromuro de etidio. Esta XL-PCR genera un fragmento de 5.1 kb, correspondiente a la
amplificacion de CYP2D6, y un fragmento de 3.5 kb si esta presente el alelo CYP2D6*5.

3.2.3. Deteccion de CYP2D6*2, *3, *4, *6, *10, *17, *29, *35 y *41
La deteccion de los alelos CYP2D6*2, *3, *4, *6, *10, *17, *29, *35 y *41 se llevd sobre ADN
gendmico utilizando sondas TagMan® (Applied Biosistems, Foster City, CA, EE.UU.) disponibles

comercialmente (Tabla VII). El genotipo se baso en la determinacion de SNPs asociados con los
alelos de interés. El alelo CYP2D6*4 se determind por la presencia de los SNPs CYP2D6
100C>T y 1846G>A, mientras que el alelo CYP2D6*10 fue determinado por la presencia
unicamente del SNP CYP2D6 100C>T. Igualmente la presencia del alelo CYP2D6*2 se confirma
por la presencia de CYP2D6 -1584C>G y 2850C>T, mientras que la del CYP2D6*35 lo hace por
la presencia de CYP2D6 -1584C>G y 31G>A. Los SNPs clave del resto de alelos pueden
consultarse en la Tabla VII. Cuando ninguno de los alelos analizados fueron detectados, se

asumid a la muestra el alelo CYP2D6 wt.

El analisis se llevd a cabo en placas de 96 pocillos, utilizando para cada muestra un volumen de
10 uL que contenia 5 pL de Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG, que contiene
AmpliTaq Gold DNA polimerasa, dNTPs, buffers y un control interno basado en la presencia del
fluoréforo ROX (Applied Biosistems, Foster City, CA, EE.UU.), y 0.5 uL de la sonda TagMan®
especifica para cada SNP (TagMan® SNP Genotyping Assay Mix; Applied Biosistems, Foster
City, CA, EE.UU.). En cada placa se incluyeron controles negativos (sin DNA) y controles

positivos (heterocigotos y/o homocigotos).
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Tabla VII. Descripcién de las sondas TagMan®, Codigo rs y SNPs CYP2D6 clave utilizados para identificar
diferentes alelos de CYP2D6.

Alelo CYP2D6 Sonda TagMan®  Cédigo rs SNP CYP2D6

C_32407252_30  rs1080385 -1584C>G
CYP2D6*2

C_27102425_10  rs16947 2850C>T
CYP2D6*3 C_32407232_50  rs35742686  2549delA
CYP2D6*4 C_27102431_D0  rs3892097 1846G>A
CYP2D6*6 C_32407243_20  rs5030655 1707delT
CYP2D6*10 C_11484460_40  rs1065852 100C>T
CYP2D6*17 C_2222771_40  rs28371706  1023C>T
CYP2D6*29 C_34816113_20  rs59421388  3183G>A
CYP2D6*35 C_27102444 80  rs769258 31G>A
CYP2D6*41 C_34816116_20  rs28371725  2988G>A
CNV (CYP2D6xN) Hs_00010001_cn

N=2.

Las reacciones de PCR-RT se llevaron a cabo en un Fast 7300 Real-Time System (Applied
Biosistems, Foster City, CA, USA). Las condiciones de amplificacion fueron 1) preincubacion a
95 °C durante 10 minutos, para activar la Taqg DNA polimerasa, 2) 40 ciclos de desnaturalizacion

a 92 °C durante 15 segundos seguidos por una extension durante 1 minuto a 60 °C.

3.2.4. Deteccion del numero de copias CYP2D6xN

El estudio de la variaciéon del nimero de copias (CNV) del CYP2D6 se llevé a cabo mediante
PCR-RT, utilizando la sonda TagMan® (Applied Biosistems, Foster City, CA, USA) disponible
comercialmente Hs00010001_cn, que detecta secuencias en el exon 9 del CYP2D6 y no

amplifica los pseudogenes CYP2D7 o CYP2D8, ni tampoco alelos CYP2D6 que posean
secuencias del pseudogén CYP2D7 en el exén 9 (p.ej., CYP2D6*36).

El analisis se llevd a cabo en placas de 96 pocillos, utilizando para cada muestra un volumen de
20 L que contenia 10pL de Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG, que contiene
AmpliTaq Gold DNA polimerasa, dNTPs, buffers y un control interno basado en la presencia del
fluoréforo ROX, 1 uL de la sonda TagMan® Copy Number Variation Hs00010001_cn (Applied
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Biosistems, Foster City, CA, EE.UU.), y 1 uL TagMan® Copy Number Reference Assay, human,
RNase P.

Las reacciones de PCR-RT se llevaron a cabo en un Fast 7300 Real-Time System (Applied
Biosistems, Foster City, CA, USA) bajo las siguientes condiciones de amplificacion 1)
preincubacion a 95 °C durante 10 minutos, para activar la Tag DNA polimerasa, 2) 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C durante 15 segundos seguidos por una extensién durante 1 minuto a
60 °C.

3.2.5. Deteccion de (wt o *2)xN y (*4 0*10)xN

En el caso de que la muestra fuera positiva para duplicacién de CYP2D6, se realizé6 una PCR

anidada para detectar si el alelo multiplicado era un alelo con actividad normal (CYP2D6(wt o
*2)xN), sin actividad (CYP2D6*4) o con baja actividad (CYP2D6*10).

En primer lugar se llevo a cabo un PCR que genera un fragmento de 10 kb. Se utilizaron los
primer 5°2D6.dup y 3°2D6.dup (Tabla VI). La mezcla de PCR consistid en reacciones de 25 uL
que contenian 0.375 uL de una mezcla de enzimas Taq y Pwo DNA polimerasas Expand Long
Template PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), 2.5 uL de PCR buffer 2 (2.75 mM
MgCl, Expand Long Template PCR System), 0.5 mM de cada dNTP (Deoxynucleoside
Triphosphate Set PCR Grade; Roche Diagnostics GmbH, Alemania), 0.3 uM de cada
oligonucleotido y entre 50-100 ng/uL de ADN genomico.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf, AG,
Hamburgo, Alemania). Las condiciones fueron: 2 minutos de desnaturalizacion a 94 °C, 10 ciclos
de 95 °C durante 20 segundos, 59 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 9 minutos y 30
segundos, 20 ciclos de 95 °C durante 20 segundos, 59 °C durante 30 segundos y 68 °C durante
9 minutos y 30 segundos (incrementando 10 segundos por ciclo), y un paso de extension final de
11 minutos a 68 °C.

El producto de PCR se utilizd como ADN molde para realizar un analisis de PCR-RFLP, que
detectd la presencia o ausencia del SNP CYP2D6 100C>T en el alelo multiplicado. Todas las
reamplificaciones se llevaron a cabo en reacciones de 25uL que contenian 0.5 U de EcoTaq
polimerasa (BIOTAQ™ DNA Polymerase; Bioline, Londres, Reino Unido), 2.5 uL de PCR Buffer
(BIOTAQ™ DNA Polymerase; Bioline, Londres, Reino Unido), 0.6 puL de MgCl, 50mM y 2 uM de
cada oligonuclettido (5'2D6*10 y 3°2D6*10).
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Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf, AG,
Hamburgo, Alemania). Las condiciones fueron: 2 minutos de desnaturalizacion a 94 °C, 33 ciclos
de 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 10 segundos y 72 °C durante 1 minuto, y un paso
de extension final de 7 minutos a 72 °C. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

termociclador Mastercycler 384 (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania).

Por ultimo, se llev a cabo la digestion del producto de PCR en un volumen final de 20 uL que
contenia 4 L del producto de la dltima PCR utilizando, 1 uL de la enzima Scal y 2 uL Buffer
(Roche Diagnostics GmbH, Alemania). La digestion con esta enzima genera dos fragmentos de
206 pb y de 35 pb si esta presente el SNP CYP2D6 100C>T, y un fragmento de 241 pb si no

esta presente.

3.3. Determinacion de los fenotipos metabélicos estimados a partir del genotipo CYP2D6

Tras la determinacién alélica y genotipica de CYP2D6, un valor le fue asignado a cada genotipo,
basandose en datos previamente publicados 2530, La puntuacion asignada a cada alelo CYP2D6

se describe en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Puntuacion asignada a cada alelo CYP2D6 para la extrapolacion de los fenotipos metabélicos

Alelo CYP2D6 AT
actividad
CYP2D6*3, *4, *4xN, *5, %6, *6xN 0
CYP2D6*10, *17, *29, *41 05
CYP2D6 wt, *2, *35 1
CYP2D6 (wt,*2,*35)xN o1

AEn el caso de que N fuera mayor a 2, la puntuacion seria igual a N. N = N° de veces que el alelo de CYP2D6 esta multiplicado y
es mayor o igual a 2.

Los individuos cuyos genotipos CYP2D6 fueron puntuados como 0, se agruparon en el grupo
metabdlico gPM CYP2D6; aquellos cuyos genotipos CYP2D6 obtuvieron una puntuacion mayor
a 2 se agruparon como gUMs CYP2D6; el resto de los individuos se agruparon como gEMs
CYP2D6.

La unica excepcion a la asignacion de FEGs CYP2D6 expuesta anteriormente se realizo para el
Estudio X donde, debido a que el bajo nimero de sujetos con dos genes CYP2D6 inactivos, se
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agrupé como gPMs a los individuos cuyos genotipos CYP2D6 fueron valorados como 0 y como
0.5.

3.4. Asignacion del origen étnico de cada individuo

Todos los individuos que se incluyeron en los Estudios Il, IV, V, VI, VIl y VIl fueron interrogados
sobre su ancestria, y la pertenencia 0 no a un grupo étnico fue autoasignada por los propios
voluntarios. Los individuos con 4 abuelos de origen étnico caucasico europeo fueron asignados
al grupo étnico caucasico. Del mismo modo, los que indicaron tener 4 abuelos africanos,
amerindios o judios Ashkenazi fueron asignados al grupo étnico africano, amerindio o judio
Ashkenazi, respectivamente. Cualquier otra combinacién fue asignada al grupo étnico no

definido o mestizo.

Los estudios de variabilidad interétnica, principalmente el Estudio VII, han sido coordinados por
el Consorcio CEIBA, dedicado al estudio de la variabilidad poblacional en Iberoamérica de
enzimas implicadas en el metabolismo de farmacos y que se engloba dentro de la red RIBEF. La

metodologia llevada a cabo en estos estudios se detalla en la publicacion A7.3.

3.5. Medida de la capacidad hidroxiladora del CYP2D6 a partir de la administracion del

farmaco test debrisoquina

Durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se utilizaron datos previamente publicados
por el grupo de investigacién en los que se media la capacidad hidroxiladora de la enzima
CYP2D6 30.147, A modo de resumen se expone la metodologia que se realizd para determinar el

fenotipo metabdlico de los individuos.

Los sujetos ingirieron 10 mg de DBQ y tras un ayuno nocturno de unas 8 horas se recogi6 toda
la orina. Los niveles del farmaco DBQ y de su metabolito 4-OHDBQ fueron medidos utilizando
HPLC-UV. Como medida de la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 se estableci6 el MR a partir
de dichas concentraciones tal como sigue:

MRpsa=Concentracion de la dosis excretada como DBQ/Concentracion de la dosis excretada como 40HDBQ

Los individuos con MRpgqa mayor o igual a 12.6 (logio MRpsa mayor o igual a 1.1) se
consideraron mPMs, y el resto mEMs. Dentro del grupo de los mEMSs, aquellos individuos con un

MR menor o igual a 0.1 fueron considerados mUMs.
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3.6. Analisis cromatografico de aripiprazol y su metabolito

En el Estudio Ill de la presente Tesis Doctoral se desarrolla un método cromatogréafico HPLC con
deteccion UV para cuantificar las concentraciones plasmaticas de ARl y DARI en pacientes

psiquiatricos en tratamiento con aripiprazol.

3.6.1. Condiciones cromatoqraficas

Los analitos fueron separados con una fase movil compuesta por una mezcla de acetonitrilo,
metanol y sulfato sédico (20 mM) y acido acético (20:20:59:1) en modo de elucidn isocréatico con
un flujo de 1.5 mL/min. La columna cromatogréfica se mantuvo a temperatura ambiente. El
volumen de inyeccion fue de 50 L. La fase movil fue diariamente filtrada a través de filtros con
un tamafio de poro de 0.22 um (Millipore, Bedford, MA, USA) antes de su uso. La deteccion fue
realizada a una longitud de onda de 254 nm. Bajo estas condiciones cromatograficas, ARI y

DARI se separaron con un tiempo de analisis inferior a 16 min.

3.6.2. Preparacion de las muestras

Una alicuota de 1 mL de plasma humano fue afiadida a un tubo de polipropileno, al que se
afiadié 20 uL de la solucién de trabajo del IS. La solucién final fue vortexada durante 10 s, tras lo
cual se afadieron 250 L de hidroxido sodico (2 M) y 2 mL de dietil éter. Los tubos fueron
agitados verticalmente durante 10 minutos y seguidamente centrifugados a 3500 rpm durante 15
min. La fraccién orgénica fue transferida a un tubo limpio de polipropileno, donde se afiadieron
200 pL de &cido hidroclérico (2 M). Este tubo fue agitado durante 30 s y centrifugado a 3500 rpm
durante 15 min. Entonces, la fraccién organica fue eliminada y la acuosa se evapord bajo una
atmédsfera de nitrégeno. El residuo fue reconstituido en 200 pL de fase movil, de donde se

tomaron 50 L que fueron inyectados en el sistema cromatogréfico.

3.6.3. Validacion del método analitico

Para evaluar la precision, expresada como coeficiente de variacion (CV), se llevaron a cabo tres
inyecciones de plasma blanco al que se afiadié soluciones estandar de ARl y DARI a
concentraciones de 10, 200 y 500 ng/mL. EI mismo procedimiento se repitié en dias diferentes y

por dos técnicos diferentes para determinar la precision interdia.

El limite de deteccidn, definido como la concentracion de analito que da una sefial equivalente a
la sefial blanco mas tres veces su desviacion estandar, fue calculado para cada analito. El limite
de cuantificacion, definido como la concentracion de analito que da una sefial equivalente a la

sefial blanco méas diez veces su desviacion estandar, fue también calculado para ARI'y DARI.
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Las curvas de calibracion para calcular las concentraciones de ARl y DARI se representaron
como cocientes de la altura maxima (ARI/IS o DARI/IS) frente a la concentracién de cada analito.
Asi, para ARI y DARI 5 concentraciones diferentes que estuvieron entre 10 y 1000 ng/mL fueron

testadas por triplicado.

La exactitud fue calculada como el indice entre las concentraciones medidas en las muestras
plasmaticas tras la extraccion y la concentracidn teérica, expresado en porcentaje. Este
parametro fue evaluado a tres concentraciones diferentes (10, 200 y 500 ng/mL) de ARIy DARI

por triplicado.

La especificidad fue analizada por comparacién de los tiempos de retenciéon de diferentes
farmacos puros con los tiempos de retencién de ARI, DARI y prometazina. Estos farmacos
incluyeron alprazolam, amitriptilina, maprotilina, carbamazepina, clorazepam, clorazepato,
clorpromazina, clometizol, clomipramina, clotiapina, diazepam, fluoxetina, fluvoxamina,
haloperidol, imipramina, levomeptromazina, lorazepam, lormetazepam, midazolam, perazina,
perfenazina, pimozida, prometazina, sulpirida, tioridazina, tioproperazina, trazodona, triazolam,

trimipramina y zolpidem.

3.7. Evaluacién del riesgo de desarrollar sintomas relacionados con trastornos del

comportamiento alimentario

Para evaluar el riesgo de desarrollar sintomas relacionados con TCAs en las voluntarias sanas
del Estudio VIII, se utilizo el Inventario de Trastornos de la Conducta Alimentaria (EDI, del inglés
“Eating Disorder Inventory”).

El EDI 173174 es una de las medidas de auto-reporte mas frecuentemente utilizadas para evaluar
los TCAs, y ha mostrado buenas propiedades psicométricas en espafioles '75. Esta escala,
relativamente breve, consta de 64 preguntas divididas en 8 sub-escalas que cubren diferentes
sintomas relacionados con los TCAs:

* Obsesion por la delgadez (excesiva preocupacion por la dieta y el peso, miedo a
engordar).

» Bulimia (episodios de atracones de comida y purga).

 Insatisfaccion corporal (no estar satisfecho con la apariencia fisica propia); Inoperancia
(sentimientos de insuficiencia, inseguridad, inutilidad y pérdida de control de sus vidas).

» Perfeccionismo (busqueda de estandares poco realistas); Desconfianza interpersonal

(tendencia a rehuir relaciones interpersonales cercanas).
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» Conciencia interoceptiva (incapacidad para discriminar sentimientos y entre
sensaciones de hambre y saciedad).

» Temor a la madurez (miedo a enfrentarse a las exigencias de la vida madura).

Cada pregunta puede ser valorada de 0 a 3, y siempre la mayor puntuacion se relaciona con
mayor psicopatologia. Los autores originales de la escala 173.174.176 asi como otros 177.178 han
utilizado diferentes puntos de corte en las tres primeras sub-escalas arriba mencionadas para
medir los sintomas relacionados con TCAs y en la escala total para detectar el riesgo de sufrir un
trastorno del comportamiento alimentario: igual o mayor a 14 173174176 /5 176-178 y 16 173,174,176

para las subescalas de “Obsesion por la delgadez’, “Bulimia” e ‘“Insatisfaccion corporal’,

respectivamente, e igual o mayor a 43 para la puntuacion “EDI-global” 179.

3.8. Evaluaciéon de la historia de tentativa suicida en pacientes con trastornos del

comportamiento alimentario

Como parte de una Entrevista Diagnostica, a los pacientes incluidos en el Estudio IX se les
preguntod: “;Has intentado alguna vez en tu vida suicidarte?”. Un intento suicida fue definido
como un acto de auto-destruccidn con la intencién, en mayor o menor medida, de terminar con la
propia vida. Asi, para ser considerado como intento suicida se requirié que 1) el intento fuera una

accién de auto-destruccidn y 2) un reconocimiento de la intencién de morir.

3.9. Evaluacion de la discontinuacion del tratamiento antidepresivo en pacientes

diagnosticados con depresiéon mayor

La discontinuacion del tratamiento antidepresivo en el Estudio X se definié como el abandono del
tratamiento antidepresivo por parte del paciente, y fue evaluada en las semanas 4, 8 y 12 del

tratamiento.

4. ANALISIS ESTADISTICOS

En el Estudio I, una prueba U de Mann-Whitney se us6 para comparar los MR de DBQ entre los
dos grupos genotipicos de CYP2D6 -1584C>G (GG mas GC, frente a CC), y el analisis de la
varianza de Kruskal-Wallis se utilizé para comparar los diferentes grupos genotipicos CYP2D6 -

1584C>G en total. Valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los
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analisis estadisticos se llevaron a cabo en el GraphPad Prism® 5.00 (GraphPad Software. Inc.,
CA, USA).

En el Estudio lll, una prueba t de Student se utilizé para comparar los MR de ARI entre los
diferentes grupos de pacientes (con o sin inhibidores de CYP2D6, con uno o dos genes activos
CYP2D6)

El equilibrio de Hardy-Weinberg de las frecuencias de CYP2D6 en las diferentes poblaciones de
estudio fue determinado mediante la comparacion de las frecuencias genotipicas CYP2D6
observadas y esperadas usando una tabla de contingencia X2 con correccién de Yates, con el
software GraphPad Prism® 5.00 (GraphPad Software. Inc., CA, USA).

Las frecuencias alélicas y genotipicas CYP2D6 entre los diferentes grupos del Estudio IV fueron

comparadas mediante el test exacto de Fisher.

El test X2 fue utilizado para comparar 1) las mujeres con riesgo de desarrollar sintomas
relacionados con los TCAs frente a no riesgo entre los diferentes grupos funcionales evaluados
con DBQ (mPM, mEM, mUM) o el nimero de genes CYP2D6 activos (0, 1, 2 0 >2) en el Estudio
VIII; 2) la relacion entre el nimero de genes CYP2D6 activos y la historia frente a no historia de
tentativa suicida en la poblacion total de pacientes con TCAs, asi como en la subpoblacion de
pacientes diagnosticados con bulimia nerviosa - purgativa en el Estudio IX; y 3) la
discontinuacion del tratamiento antidepresivo entre los diferentes grupos genotipicos CYP2D6 en
el Estudio X.

Ademas, un analisis de regresion logistica binaria se utilizo para testar el intento suicida como
una variable dependiente y el nimero de genes activos CYP2D6 como una independiente en el
Estudio IX.

5. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los voluntarios sanos y pacientes que han colaborado en los estudios de la presente Tesis
Doctoral fueron informados de cada uno de los estudios verbalmente y por escrito, y firmaron un

consentimiento informado previamente a su participacion en los mismos.

Los Comités de Etica locales de cada pais implicado en algunos de los estudios de la presente

Tesis Doctoral aprobaron los estudios que se exponen. Igualmente, el Proyecto de Tesis
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Doctoral fue aprobado por la Comision de Bioética de la Universidad de Extremadura (Badajoz,

Espafia) y por Comité de Etica del Hospital Universitario “Infanta Cristina” de Extremadura.

Todos los estudios de la presente Tesis Doctoral fueron realizados de acuerdo a las normas y
objetivos de la Declaracién de Helsinki, adoptada en la 182 Asamblea General de la Asociacion
Médica Mundial (Helsinki, Finlandia, Junio de 1964), revisada por Ultima vez por la 642 Asamblea

General de la Asociacion Médica Mundial (Fortaleza, Brasil, Octubre de 2013).
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Los resultados de la presente Tesis Doctoral han sido, en su mayoria, publicados previamente.

Los detalles especificos de cada estudio pueden consultarse en las publicaciones A1 — A10.

BLOQUE 1. EVALUACION DEL FENOTIPO METABOLICO DE LA ENZIMA CYP2D6.

Estudio |. Propuesta de un cdctel de fenotipacion para medir la capacidad metabdlica de
las enzimas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4

El coctel de fenotipacion que se propone, llamado “céctel CEIBA” (Tabla IX), permite medir la
capacidad metabdlica de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 mediante la
seleccion de los siguientes farmacos test: cafeina (100 mg) para CYP1A2, losartan (25 mg) para
CYP2C9, omeprazol (25 mg) para CYP2C19 y dextrometorfano (30 mg) para la evaluacion
simultdnea de CYP2D6 y CYP3A4.

Tabla IX. Descripcion de los farmacos test, dosis y tiempo de recogida de la muestra de plasma propuestos en el
coctel CEIBA para la medida de la capacidad hidroxiladora de las enzimas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y
CYP3A4

FARMACO TEST DOSIS A[zmlgh;ISTRADA TIE&PQUDEIZ,?E,?\?%&Q)DE ENZIMA CYP
Cafeina 100 2 1A2
Losartan 25 2 2C9
Omeprazol 25 2 2C19
Dextrometorfano 30 3 2D6; 3A4

Estudio Il. Estudio de la influencia del polimorfismo del promotor CYP2D6 -1584C>G en la
capacidad metabolica de CYP2D6

La influencia del polimorfismo CYP2D6 -1584C>G en los indices metabdlicos de DBQ entre los

320 voluntarios sanos estudiados se muestra en la Figura 4.

Entre los individuos portadores de uno o dos genes activos CYP2D6, el MR (log1o media +
desviacion estandar) de los sujetos con el alelo CYP2D6 -1584G fue més bajo (-0.13 £ 0.33 y -
0.32 + 0.39, respectivamente) que el de los individuos con el alelo CYP2D6 -1584C (0.17 +0.52
y -0.20 £ 0.44, respectivamente; p < 0.05).
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Entre los individuos con mas de dos genes activos CYP2D6 (gUMs), el MR de los portadores del
alelo CYP2D6 -1584G fue mas bajo que el los sujetos que no lo portaban (-0.85 £ 0.69y -0.59 +
0.40, respectivamente), aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

Ninguno de los gPMs (individuos sin ningin gen CYP2D6 activo) portaba el polimorfismo
CYP2D6 -1584C>G.
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Figura 4. Influencia del polimorfismo CYP2D6 -1584C>G en los indices metaboélicos de debrisoquina en los 320
voluntarios sanos estudiados. Los diferentes genotipos se han codificado de acuerdo al nimero de genes CYP2D6
activos: 0 (portadores de dos alelos sin actividad CYP2D6*3, *4, *5 0 *6), 1 (portadores de un alelos activo y uno no
activo), 2 (portadores de dos alelos activos CYP2D6*1, *2, *10 o *17)) y >2 (portadores de més de dos genes
CYP2D6 activos). La tendencia entre todos los grupos fue estadisticamente significativa (p < 0.0001; analisis
Kruskal-Wallis del test de la varianza). Los diagramas de caja muestran la mediana (lineas negras), los rangos
intercuartiles (cajas grises) y los valores atipicos (valores mayores al percentil 99 basandose en el diagrama de
cajas de Tukey; puntos negros). n = n° de individuos. MR = indice metabdlico. mUMs = metabolizadores
ultrarrapidos. mEMs = metabolizadores rapidos. mPMs = metabolizadores lentos. Tomada de la publicacién A2.

Estudio Ill. Estudio de la relevancia del genotipo CYP2D6 y las interacciones
farmacoldgicas en el indice metabélico de aripiprazol

Para la deteccion y analisis del farmaco ARI y su principal metabolito DARI se ha desarrollado y
validado un nuevo método de HPLC con deteccion ultravioleta. La Figura 5 muestra los
cromatogramas obtenidos de una muestra de plasma blanco humano (A), una muestra de
plasma blanco humano enriquecida con 14.6 u/mL de prometazina, 200 ng/mL de aripiprazol y
200 ng/mL de dehidroaripiprazol (B) y una muestra de plasma extraida de un paciente que

recibia 10 mg/dia de aripiprazol (C).
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos de una muestra de plasma blanco humano (A), una muestra de plasma blanco
humano enriquecida con 14.6 u/mL de prometazina, 200 ng/mL de aripiprazol y 200 ng/mL de dehidroaripiprazol (B)
y una muestra de plasma extraida de un paciente que recibia 10 mg/dia de aripiprazol (C). Picos: prometazina (1),
aripiprazol (2) y dehidroaripiprazol (3). Tomado de la publicacién A3.1.
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Las caracteristicas completas del método pueden consultarse en la publicacion A3.1. Los
tiempos de retencién medios (mediatDS; n=10) fueron de 6.96+0.17 para la prometazina
(estandar interno), 12.7+0.5 para aripiprazol y 14.5+0.6 para dehidroaripirazol. La regresion
lineal fue demostrada dentro del intervalo de concentraciones de 2 a 1000 mg/mL. Los

coeficientes de correlacidén para ambos analitos fueron superiores al 0.999.

Los limites de deteccién obtenidos fueron de 0.38 ng/mL y 0.44 ng/mL para ARI y DARI,
respectivamente. Ademas el limite de cuantificacion fue de 1.0 ng/mL para ARI 'y de 0.78 para
DARI. La media del porcentaje de exactitud para las concentraciones 10, 200 y 500 ng/mL fueron
de 104% para ARI'y de 97% para DARI, y los porcentajes del coeficiente de variacion intra e

interdia fueron menores del 10.4% para todos los analitos (Tabla X).

Tabla X. Exactitud y precision del método de cuantificacion de aripiprazol y dehidroaripiprazol.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision (%; n=9)
teérica, ng/mL medida, ng/mL (%; n=9) Intradia Interdia
Aripiprazol 10 10.2 102 10.40 9.50
200 207 104 2.96 5.10
500 530 106 1.55 3.34
Dehidroaripiprazol 10 8.2 82 3.94 9.30
200 211 106 3.07 5.36
500 513 103 2.02 3.76

n = n° de individuos

El método desarrollado fue utilizado para medir las concentraciones plasmaticas de ARIy DARI
en 22 pacientes psiquiatricos en tratamiento con ARI. Las concentraciones de ARI y DARI
variaron en un rango de 2 — 189 ng/mL y 11 — 359 ng/mL, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Concentraciones plasmaticas en ng/mL de aripiprazol (A) y dehidroaripiprazol (B) en los 22 pacientes
tratados con diferentes dosis de aripiprazol. Tomado de la publicaciéon A3.1.

El MR ARI/ARI fue calculado en los 22 pacientes, que fueron estratificados en cuatro subgrupos,
de acuerdo al numero de genes activos CYP2D6 y al tratamiento concomitante con inhibidores
CYP2DG6:

- 7y 5 pacientes con uno y dos genes activos CYP2D6, respectivamente, y sin
tratamiento con inhibidores CYP2D6.

- 3y 7 pacientes con uno y dos genes activos CYP2D6, respectivamente, y en tratamiento
con inhibidores CYP2DG6.

La media (xdesviacion estandar) del MR ARI/DARI en el grupo de pacientes con un gen activo
CYP2D6 en tratamiento con inhibidores CYP2D6 (2.96+2.75) fue més alto que en el grupo con
uno (0.50+0.38; p < 0.05) y dos (0.66+0.68; p < 0.05) genes activos sin tratamiento con
inhibidores, y en pacientes con dos genes activos en tratamiento con inhibidores (0.58+0.38; p <
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0.05). Ademas, no se encontraron diferencias significativas en las medias del MR ARI/DARI

entre los dos subgrupos sin tratamiento con inhibidores CYP2D6 (Figura 7).
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Figura 7. MR de aripirazol/dehidroaripiprazol en un panel de pacientes tratados con aripirazol. Los pacientes fueron
estratificados segun el nimero de genes activos CYP2D6 y el tratamiento concomitante con inhibidores CYP2D6.
Tomado de la publicacién A3.2.

BLOQUE 2. EVALUACION DE LA VARIABILIDAD INTERETNICA DEL METABOLISMO
ULTRARRAPIDO DE CYP2D6

Estudio IV. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en ocho

poblaciones de voluntarios sanos amerindias de México

Las frecuencias alélicas de estas poblaciones estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. A
modo de resumen, las frecuencias de genes activos CYP2D6 multiplicados y de gUMs de
CYP2D6 se muestran en la Tabla XI. Para conocer el resto de frecuencias consultar la

publicacion A4.
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La multiplicaciéon de genes activos CYP2D6 estuvo presente en todos los grupos amerindios
estudiados, con frecuencias que variaron desde 0.043 en el grupo Cora hasta el 0.107 del grupo
Huichol (Tabla XI).

Tabla XI. Descripcion de las frecuencias de genes activos CYP2D6 multiplicados y gUMs en los ocho grupos

amerindias de México.

Multiplicacion de UMs

Grupo étnico n genes activos CYP2D6 g o

0 (%)

(%)
Mexicanero 39 7.69 15.38
Seri 19 5.26 10.52
Guarijio 15 10 20
Tepehuano 129 543 5.39
Mayo 44 9.09 18.18*
Huichol 107 10.74 20.56*
Tarahumara 74 6.76 12.15
Cora 81 4.32 8.64

*p < 0.05 entre el grupo Huichol y los grupos Tepehuano y Cora 'y de
Mexicanos Mestizos; y entre el grupo Mayo y el grupo Tepehuano.

La frecuencia de gUMs CYP2D6 en los grupos amerindios estudiados varié desde el 5.39% del
grupo Tarahumara al 20.56% del grupo Huichol (Tabla XI), y esta frecuencia fue mayor en los
grupos nativos americanos (a excepcion del grupo Tepehuano) que en los mestizos mexicanos
(7% de gUMs), pero solo el grupo Huichol mostré una diferencia significativa (p < 0.05). Entre los
grupos amerindias estudiados, la frecuencia de gUMs de CYP2D6 fue significativamente mayor
en los Huicholes que en los grupos Tepehuano y Cora, y que en los mestizos mexicanos (p <
0.05), asi como mayor en el grupo Mayo que en el Tepehuano (p < 0.05). (Tabla XI). Cuando se
tomaron todos los grupos Amerindios como uno y se compararon con los mexicanos mestizos,

no se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de gUMs.

Estudio V. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en una
poblacion de voluntarios sanos de Espaiia

Las variantes alélicas de CYP2D6 fueron estudiadas en 805 voluntarios sanos de Espafia. La
Tabla XII muestra las frecuencias de alelos CYP2D6 en la poblacion estudiada. Los genotipos
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CYP2D6 y los grupos FEGs en la poblacion espafiola estudiada se muestran en las Tablas Xllla
y Xlllb.

Tabla XII. Descripcion de las frecuencias de alelos CYP2D6 estudiados en una poblacién de 805 voluntarios sanos

de Espafia.
Alelo de CYP2D6 n %
wit 645 40.06
*2 273 16.96
*3 22 1.37
*4 298 18.51
*4M 8 0.50
*5 26 1.61
*6 14 0.87
*10 35 217
*7 15 0.93
*29 0 0.00
*35 85 5.28
41 121 7.52
(*1,*2 0 *35)xN 59 3.66
*4xXN 6 0.37
*41xN 3 0.19

n = ndmero de alelos

La frecuencia de genes activos CYP2D6 multiplicados fue de 3.66%. Ademas, se describieron
multiplicaciones en los alelos CYP2D6*4xN (0.37%) y *41 (0.19%). El alelo sin actividad mas
abundante fue CYP2D6*4 (19.01%), seguido de *5 (1.61%), *3 (1.37%) y *6 (0.87%). De los
alelos con actividad disminuida estudiados, CYP2D6*41 fue el mas abundante (7.52%). Los
alelos de actividad normal CYP2D6*2 y *35 tuvieron una frecuencia de 18.51% y 5.28%,
respectivamente. En relacion a los grupos metabolicos de CYP2DG6, La frecuencia de gUMs fue
de 5.34%, mientras que la de gPMs fue de 5.21% (Tabla Xllla y XlIIb).
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Tabla Xllla. Descripcién de las frecuencias de los genotipos CYP2D6 obtenidos en una muestra de 805 voluntarios

sanos de Espania.

m(ect;:zggi)ico Puntu_ac_:ién de Genotipo n %
CYP2D6 actividad CYP2D6
gPM 0 *3/*4 4 0.50
0 *4/*4 27 3.35
0 *4/*4M 3 0.37
0 *4M/*4M 1 0.12
0 *4/*5 4 0.50
0 *4/*6 3 0.37
gEM 0.5 *3/*41 1 0.12
0.5 *4/*10 10 1.24
0.5 417 3 0.37
0.5 *4/*41 23 2.86
0.5 *5/*41 2 0.25
0.5 *6/*41 1 0.12
0.5 *4x2/*41 1 0.12
0.5 *4x2/*17 1 0.12
1 wt/*3 13 1.61
1 wit/*4 17 1453
1 wt/*4xN 2 0.25
1 wit/*5 12 1.49
1 wt/*6 7 0.87
1 *2/*3 4 0.50
1 *2/*4 46 5.71
1 *2/*4M 2 0.25
1 *2/*5 5 0.62
1 *2/*6 2 0.25
1 *4/*35 17 2.11
1 *5/*35 2 0.25
1 *6/*35 1 0.12
1 *10/*10 1 0.12
1 *10/41 3 0.37
1 *17/*41 1 0.12
1 *41/41 9 1.12
1 *2/*4x2 1 0.12
1 *4x2/*41x2 1 0.12

n = nimero de individuos. N = 2.
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Tabla Xlllb. Descripcion de las frecuencias de los genotipos CYP2D6 obtenidos en una muestra de 805 voluntarios

sanos de Espania.

mggggﬁco Puntu_ac_:ién de Genotipo n %
CYP2D6 actividad CYP2D6
gEMs 1.5 wt/*10 14 1.74
1.5 wit/*17 6 0.75
1.5 wt/*41 41 5.09
1.5 *2/10 0.50
1.5 *2/17 0.25
1.5 *2/41 19 2.36
1.5 *17/*35 0.25
1.5 *35/*41 0.62
1.5 *41/*41x2 0.25
2 wt/wt 135 16.77
2 wt/2 111 13.79
2 wit/*35 31 3.85
2 *2/*2 29 3.60
2 *2/*35 12 1.49
2 *35/*35 3 0.37
2 wix2/*4 2 0.25
2 *2x2/*4 1 1.37
2 *2x2/*4M 1 0.12
2 *2x2/*5 1 0.12
2 *4/*35x2 1 0.12
gum 25 wix2/*41 1 0.12
25 *2XN/*10 2 0.25
25 *2xN/41 3 0.37
3 wt/wtxN 6 0.75
3 wt/*2xN 15 1.86
3 wixN/*35 1 0.12
3 *2/*2xN 7 0.87
3 *2xN/*35 7 0.87
3 *35x2/*35 1 0.12

n = nuimero de individuos. N = 2.
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Estudio VI. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en una

poblacién de voluntarios sanos de Portugal

La Tabla XIV muestra las frecuencias alélicas de CYP2D6 encontradas en una poblacion de
Portugal. Todas las frecuencias alélicas estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg, con
excepcion de las variantes CYP2D6*10 y CYP2D6*17, posiblemente debido a la escasez de

estas variantes en la poblacién estudiada.

La frecuencia de los genes activos CYP2D6 multiplicados fue de 3.0% en esta poblacion de
voluntarios sanos de Portugal y se detect6 el alelo CYP2D6*10xN con una frecuencia del 0.2%.
El alelo méas frecuente fue el CYP2D6 wt (37.67%), seguido de *2 (33.33%) y el *4(18.17%).

Tabla XIV. Descripcion de las frecuencias de alelos CYP2D6 estudiados en una poblacién de 300 voluntarios sanos

de Portugal.
Alelo de CYP2D6 n %

wit 226 37.67

*2 200 33.33

*3 3 0.50

*4 109 18.17

*5 15 2.50

*6 1 0.20

*10 21 3.50

*17 6 1.00

(*1,*2 0 *35)xN 18 3.00
*10xN 1 0.20

n = ndmero de alelos

En cuanto a los grupos metabdlicos de CYP2DG, el porcentaje de gUMs de esta poblacién fue de

4.7%, mientras que el de gPMs fue de 6.3%.

Estudio VII. Estudio de la variabilidad interétnica del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6

en poblaciones iberoamericanas

La Tabla XV muestra las frecuencias alélicas de CYP2D6 en poblaciones iberoamericanas con
origen étnico amerindio (n=1363), caucasico (n=1506), africano (n=83), judio Ashkenazi (n=173)
y no definido (mestizo; n=2102). La frecuencia de genes activos CYP2D6 multiplicados fue de
3.89%, 3.52%, 6.02%, 6.36% y 3.78% en las poblaciones amerindia, caucasica, africana, judia

Ashkenazi y de origen ancestral no definido (mestiza), respectivamente.
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Por otro lado, la Tabla XVI muestra las frecuencias de los diferentes fenotipos metabdlicos
CYP2D6 en poblaciones Iberoamericanas con origen étnico amerindio, caucasico, africano, judio
Ashkenazi y no definido (mestizo). Las frecuencias de gUMs fueron de 7.26%, 5.38%, 8.43%,
11.56% y 6.57% en las poblaciones amerindia, caucasica, africana, judia Ashkenazi y de origen

ancestral no definido (mestiza), respectivamente.

Tabla XV. Descripcion de las frecuencias alélicas CYP2D6 en poblaciones de voluntarios sanos nativas americanas

(amerindias), caucasicas, africanas, de judios y de origen étnico no definido (mestiza) de Iberoamérica.

Alelo de Amerindios Caucasicos Africanos AJudlos . Mestizos
CYP2D6 shkenazi
n % n % n % n % n %
wt 1735 63.65 | 1228  40.77 | 72 4337 126 3642 | 2119 50.40
*2 564  20.69 522 1733 | 16 964 44 12.72 | 816 19.41
*3 0 0.00 29 0.96 1 0.60 4 1.16 16 0.38
*4 216 7.92 533 177 | 10  6.02 62 17.92 | 502 11.94
*5 49 1.80 57 1.89 6 3.61 4 1.16 103 245
*6 3 0.1 19 0.63 0 0 1 0.29 17 0.50
*10 8 0.29 55 1.83 4 2.41 1" 3.18 62 1.47
*17 9 0.33 38 126 | 26 15.66 2 0.58 69 1.64
*29 3 0.1 4 013 |12 723 0 36 0.86
*35 5 0.18 149 4.95 1 0.60 9 2.60 102 243
*41 25 0.92 258 8.57 3 1.81 56 16.18 | 184 4.38
(wt,*20 *35)xN | 106  3.89 106 352 |10 6.02 22 6.36 159 3.78
*4xN 3 0.1 8 0.27 2 1.21 3 0.87 17 040
*6xN 1735 63.65 1 0.03 0 0 0 0 0 0
*10xN 564  20.69 0 0 2 1.21 1 0.29 1 0.02
*17xN 0 0.00 0 0 1 0.60 0 0 0 0
*41xN 216 7.92 5 0.17 0 0 1 0.29 1 0.02

n=n°de alelos. N = 2.

Tabla XVI. Descripcion de las frecuencias de los diferentes fenotipos metabdlicos estimados a partir de los datos de
genotipo CYP2D6 en poblaciones de voluntarios sanos nativas americanas (amerindias), caucasicas, africanas, de

judios Ashkenazi y de origen étnico no definido (mestiza) de Iberoamérica.

Fenotipo Puntuacion | Amerindios | Caucasicos Africanos A:I:llg;zzzi Mestizos
metabolico .d? (ntota=1363) (ntota=1506) (Ntota=83) (Moi=173) (ntota=2102)
CYP2D6  actividad n % n % n % n % n %
gPM 0 23 1.69 70 4.65 2 24119 52 48 2.28

0.5 8 0.59 82 5.44 5 60215 867 55 2.62

gEM 1 210 1541 | 427 2835 | 14 1687 | 43 2486 | 502 23.88
1.5 34 249 | 205 1361 | 25 30.12|36 2081 | 224 10.66

2 989 7256 | 641 4256 | 30 36.15| 50 2890 | 1135 54.00

gum >2 99 726 81 5.38 7 843120 1156 | 138 657

n = n° de individuos.
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BLOQUE 3. EVALUACION DE LAS IMPLICACIONES CLINICAS DEL METABOLISMO
ULTRARRAPIDO DE CYP2D6

Estudio VIIl. Estudio de la relacién entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 y
sintomas relacionados con trastornos del comportamiento alimentario en una poblacion

de mujeres sanas de Cuba

Las puntuaciones medias de la poblacién estudiada en cada una de las secciones del

cuestionario “EDI-global”, “EDI-obsesion por la delgadez’, “EDI-bulimia” y “EDI- insatisfaccion

corporal” pueden consultarse en la publicacion A8.

Todas las mujeres tuvieron puntuaciones de no riesgo en el “EDI-global’, “EDI-obsesién por la
delgadez” o “EDI- insatisfaccion corporal”. Sin embargo, a pesar de que las puntuaciones
méximas de “EDI-bulimia” fueron bajas, el 47.7% de las mujeres presentaron puntuaciones de

riesgo (5 0 6), lo cual es indicativo de atracones y purga o de pérdida de control sobre la comida.

Las frecuencias alélicas CYP2D6 en la poblacion estudiada de mujeres sanas estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg. El porcentaje de mujeres gPMs CYP2D6 fue de 4.4%, mientras
que los porcentajes en mujeres portadores de uno, dos genes activos CYP2D6 y de gUMs
CYP2D6 fue de 22.6%, 65.4% y 7.6%, respectivamente. Con respecto a la frecuencia de los
grupos metabdlicos mPM y mUM medidos con DBQ, el porcentaje de mPMs fue de 4.4%, similar
al de mujeres sin genes activos CYP2D6; sin embargo, la frecuencia de mujeres mUMs fue de
5.7%, y solo incluy6 al 44% de las mujeres gUMs.

La Tabla XVII muestra la frecuencia de mujeres sanas de Cuba clasificadas de acuerdo a la
capacidad hidroxiladora CYP2D6 y la puntuacion de “EDI-bulimia” en riesgo (25) frente a no
riesgo. El grupo de riesgo en la escala de “EDI-bulimia” (puntuacion=5; n=77) frente al grupo de
no riesgo (puntuacion<5; n=82) presentd una distribucion diferente, con un mayor nimero de

mujeres mUMs CYP2D6 y un menor numero de mPMs (p < 0.01).
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Tabla XVII. Frecuencia de mujeres sanas de Cuba clasificadas de acuerdo al fenotipo metabdlico de debrisoquina
(MR>12.6 = mPMs; MR<12.6 y MR=0.1 = mEMs; MR<0.1 = mUMs) y a las puntuaciones en “EDI-bulimia” de riesgo

(=5) frente a no riesgo.

mPMs CYP2D6 mEMs CYP2D6 mUMs CYP2D6

n (% = IC 95%) n (% = IC 95%) n (% = IC 95%)
EDI-Bulimia (<5; n=82)* 6 (7.3; 3.1-15.3) 75 (91.5; 83.1-96.1) 1(1.2;0.0-7.2)
EDI-Bulimia (25; n=77) 1(1.3:0.0-7.7) 68 (88.3; 79.0-93.9) 8 (10.4;5.1-19.4)

mPMs = Metabolizadores lentos medidos a través de la administracién de debrisoquina. mEMs = Metabolizadores rapidos
medidos a través de la administracion de debrisoquina. mUMs = Metabolizadores ultrarrapidos medidos a través de la
administracion de debrisoquina. n = nimero de individuos. *p < 0.01 usando un test de Chi cuadrado. IC = intervalos de confianza
para cada porcentaje.

La Tabla XVIII muestra la frecuencia de mujeres sanas de Cuba clasificadas de acuerdo al
numero de genes activos CYP2D6 y la puntuacion de “EDI-bulimia” en riesgo (25) versus sin
riesgo. La distribucion de acuerdo al numero de genes activos (uno, dos o méas de dos) mostro el
mismo patrdn con respecto a las mujeres gPMs, pero el nimero de mujeres portadores de genes
activos fue similar en ambos grupos. Como se mencion6 anteriormente, solo 4 de las 9 mujeres
gUMs CYP2D6 fueron ademas mUMs.

Tabla XVIII. Frecuencia de mujeres sanas de Cuba clasificadas de acuerdo al nimero de alelos activos CYP2D6y a
las puntuaciones en “EDI-bulimia” de riesgo (=5) frente a no riesgo.

CYP2D6 =0 CYP2D6 =1 CYP2D6 = 2 CYP2D6 > 2
n(%+IC95%) | n (% +IC 95%) n (% + IC 95%) n (% + IC 95%)
EDI-Bulimia (<5; n=82) | 6 (7.3; 3.1-15.3) | 19(23.2; 15.3-33.5) | 51(62.2;51.4-71.9) 6(7.3;3.1-15.3)
EDI-Bulimia (25; n=77) | 1(1.3;0.0-7.7) | 17 (22.1; 14.2-32.6) | 53 (68.8; 57.8-78.1) 6(7.8; 3.3-16.3)
n = numero de individuos. IC = intervalos de confianza para cada porcentaje.

Estudio IX. Estudio de la relacion entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 e
historia de tentativa suicida en pacientes con trastornos del comportamiento alimentario

de México

La Tabla XIX muestra la prevalencia de intentos suicidas en funcion del nimero de genes activos
CYP2D6 en la poblacion total de pacientes con TCAs y en una subpoblacion diagnosticada con

bulimia nerviosa purgativa.

En la poblacidn total con TCAs, las frecuencias de gUMs CYP2D6 y de gPMs CYP2D6 fueron de

9.3 y 2.5%, respectivamente. Sin embargo, estas frecuencias se incrementaron y disminuyeron
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respectivamente entre aquellos sujetos que habian intentado suicidarse (QUMs = 21.4%; gPMs =
0%), aunque no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre los grupos
metabdlicos de CYP2D6 y la historia de tentativa suicida en la poblacion total de pacientes con
TCAs estudiados.

Por el contrario, la relacién entre el genotipo CYP2D6 y la historia de tentativa suicida fue
estadisticamente significativa en una subpoblacion de pacientes diagnosticados con bulimia

nerviosa purgativa (Tabla XIX).

Tabla XIX. Alelos activos CYP2D6 e historia de intentos suicidas en una poblacion de pacientes con TCAs (n =204)

y una subpoblacion de esta con diagnéstico de bulimia nerviosa purgativa (n = 80).

CYP2D6=0 | CYP2D6=1 | CYP2D6=2 | CYP2D6 >2

TCAs (n=204) 5(2.5%) | 50(24.5%) | 130(63.7%) | 19(9.3%)

Intentos suicidas

(n=14; 6.9%) 0(0%) 3(214%) | 8(57.1%) | 3(214%)

No intentos suicidas

(n=190; 93.1%) 5(2.6%) 47 (24.7%) | 122 (64.2%) 16 (8.4%)

BN-P (n=80)* 2(2.5%) | 22(27.5%) | 47(58.8%) | 9(11.3%)

Intentos suicidas

(=0 113%) 0 (0%) 1(11.1%) | 5(556%) | 3(33.3%)

No intentos suicidas
(n=71; 88.8%)

n = numero de individuos. * p < 0.05 usando un test de Chi cuadrado.

2(2.8%) 21 (29.6%) 42 (59.2%) 6 (8.5%)

Estudio X. Estudio de la relacion entre el fenotipo metabédlico ultrarrapido CYP2D6 y la
discontinuacion temprana del tratamiento en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina en

pacientes con trastorno depresivo mayor de México

La Tabla XX muestra la frecuencia de pacientes clasificados de acuerdo al genotipo CYP2D6 y el
abandono del tratamiento a los 28 dias en monoterapia con farmacos antidepresivos fluoxetina o
amitriptilina frente al no abandono del tratamiento en pacientes con trastorno depresivo mayor de

México.

Hubo diferencias en el indice de abandono del tratamiento antidepresivo a las cuatro semanas

entre los grupos metabdlicos extrapolados de CYP2D6 (p < 0.01). En general, los porcentajes de

87



1V. Resultados

discontinuacion del tratamiento antidepresivo fueron de 25, 36 y 46% en las semanas 4, 8 y 12,
respectivamente. Ningun paciente regresé a la consulta para recibir el tratamiento una vez que lo
hubo dejado. Todos los gUMs CYP2D6 abandonaron el tratamiento en las 4 primeras semanas,

mientras que ningin gPM CYP2D6 abandono el tratamiento en las 12 semanas de seguimiento.

Tabla XX. Tasas de discontinuacion del tratamiento antidepresivo monoterapéutico de fluoxetina o amitriptilina con
respecto a diferentes fenotipos metabdlicos y puntuaciones de actividad del genotipo CYP2D6.
gPM CYP2D6 ¢gEM CYP2D6 g¢EM CYP2D6 gUM CYP2D6

Discontinuacion : (0+0_5) (1) (1 _5+2) (>2)
(en la semana 4 / dia 28) n=4(%) n=18 (%) n=174 (%) n=4(%)
Si (n = 26) 0 (0%) 2 (11,1%) 20 (27%) 4 (100%)
No (n = 74) 4 (100%) 16 (88.9%) 54 (73%) 0 (0%)

n = ndmero de individuos.
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BLOQUE 1. EVALUACION DEL FENOTIPO METABOLICO DE LA ENZIMA CYP2D6.

Estudio |. Propuesta de un céctel de fenotipacion para medir la capacidad metabdlica de
las enzimas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4

El coctel de fenotipacion propuesto podria utilizarse para medir la capacidad hidroxiladora de
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 mediante la administracion simultanea de
cafeina (CYP1A2), losartan (CYP2C9), omeprazol (CYP2C19) y dextrometorfano (CYP2D6 y
CYP3A4). De esta manera, se podrian identificar individuos con una capacidad metabolica

incrementada en varias enzimas CYP, lo cual puede tener implicaciones clinicas importantes 180,

La eleccion de los farmacos test es un punto muy importante a la hora de generar una propuesta
de coctel de fenotipacion. El farmaco test debe estar disponible actualmente en el mercado, con
un rango de seguridad muy amplio, es decir, que no genere efectos adversos en los voluntarios,
y ademas, se deben evitar las interacciones farmaco-farmaco, asi como la inhibicién de las

enzimas por parte de los mismos.

Han sido propuestos varios cocteles de fenotipacion para medir el fenotipo metabdlico de las
enzimas CYP (Tabla XXI), aunque solo algunos de ellos permiten medir simultaneamente la
capacidad de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 ©8.162,163,181-187,

Tabla XXI. Cécteles de fenotipacion propuestos, incluyendo el coctel CEIBA, para medir la capacidad hidroxiladora

de diferentes enzimas CYP (sigue en las paginas 92 y 93).

PRIMER AUTOR ;

(REFERENCIA) FARMACOS TEST ENZIMAS CYP

Fryey cols. & Cafeina 1A2
Mefenitoina 2C19
Debrisoquina 2D6
Clorzoxazona 2E1
Dapsona 3A; NAT2

Scotty cols. 63 Cafeina 1A2
Diclofenaco 2C9
Mefenitoina 2C19
Debrisoquina 2D6
Clorzoxazona 2E1
Midazolam 3A4

Streetman y cols. 6 Cafeina 1A2; NAT2; XO
Omeprazol 2C19
Dextrometorfano 2D6
Midazolam 3A
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PRIMER AUTOR

(REFERENCIA) FARMACOS TEST ENZIMAS CYP
Zhuy cols. '8 Cafeina 1A2
Mefenitoina 2C19
Metoprolol 2D6
Clorzoxazona 2E1
Midazolam 3A
Blakey y cols. 66 Cafeina 1A2
Tolbutamida 3A4
Debrisoquina 2C9
Clorzoxazona 2D6
Midazolam 2E1
Christensen y cols. 62 Cafeina 1A2
Losartan 2C9
Omeprazol 2C19
Debrisoquina 2D6
Quinina 3A4
Chainuvatiy cols. 18 Cafeina 1A2; NAT2; XO
Dextrometorfano 2D6
Omeprazol 2C19
Midazolam 3A Hepatico
S-Warfarina + vit. K 2C9
Yiny cols. 82 Cafeina 1A2
Tolbutamida 2C9
Omeprazol 2C19
Debrisoquina 2D6
Midazolam 3A
Sharmay cols. 18 Cafeina 1A2; NAT2; XO
Metoprolol 2D6
Clorzoxazona 2E1
Tolbutamida 2C9
Dapsona 3A4
Zgheib y cols. 1% Cafeina 1A2
Flurbiprofeno 2C9
Mefenitoina 2C19
Debrisoquina 2D6
Clorzoxazona 2E1
Dapsona NAT2
Ryuy cols. 8 Cafeina 1A2
Losartan 2C9
Omeprazol 2C19
Dextrometorfano 2D6
Midazolam 3A4
Petsalo y cols. 18 Melatonina 1A2
Nicotina 2A6
Bupropion 2B6
Repaglinida 2C8
Losartan 2C9
Omeprazol 2C19; 3A4
Dextrometorfano 2D6
Clorzoxazona 2E1
Midazolam 3A4
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PRIMER AUTOR ;
(REFERENCIA) FARMACOS TEST ENZIMAS CYP
Ghassabian y cols. 8 Cafeina 1A2
Omeprazol 2C19
Losartan 2C9
Dextrometorfano 2D6
Midazolam 3A4
Turpault y cols. Cafeina 1A2
S-Warfarina 2C9
Omeprazol 2C19
Metoprolol 2D6
Midazolam 3A
Stewart y cols. 191 Cafeina 1A2
Flurbiprofeno 2C9
Mefenitoina 2C19
Debrisoquina 2D6
Clorzoxazona 2E1
Dapsona NAT2
Wohlfarth y cols. '8 Cafeina 1A2
Tolbutamida 2C9
Omeprazol 2C19
Dextrometorfano 2D6
Midazolam 3A4
Ohy cols. 187 Cafeina 1A2
Omeprazol 2C19
Losartan 2C9
Dextrometorfano 2D6
Midazolam 3A4
Coctel CEIBA Cafeina 1A2
(Estudio | de esta Tesis Omeprazol 2C19
Doctoral) Losartan 2C9
Dextrometorfano 2D6; 3A4

NAT2: N-acetiltransferasa 2; XO: xantina oxidasa.

V. Discusion

El coctel “GW”, que mide la capacidad hidroxiladora de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1 y CYP3A4, utiliza DBQ para medir el fenotipo metabdlico de CYP2D6. Sin embargo, y a
pesar de medir con mucha exactitud la capacidad hidroxiladora de CYP2DG6, el uso de este

farmaco test muestra algunos problemas. La DBQ puede causar hipotension en algunos sujetos

83 y actualmente este farmaco solo esta disponible en algunos paises, lo que dificultaria el uso

del coctel en otros estudios. Por otro lado, en este coctel se utiliza clorzoxazona como farmaco

test para medir la capacidad metabdlica de CYP2E1, pero este farmaco inhibe la actividad de

CYP3A4, lo cual dificultaria la medida de la capacidad metabdlica de esta ultima enzima.

Otros cécteles de fenotipacion 6466162182 entre ellos el coctel “Karolinska” 162, también utilizan la

DBQ como farmaco test de CYP2D6, con los problemas que ya se han descrito. En algunos

estudios la DBQ fue sustituida por metoprolol 68.188, Sin embargo, la utilidad de este farmaco

93



V. Discusion

como farmaco test puede ser reducida puesto que su metabolismo podria no corresponder con el
de DBQ, DXT o esparteina en algunas poblaciones caucésicas %4192, Ademas, el uso de
tramadol como farmaco test podria no ser tampoco indicado debido a la aparicion de efectos
adversos en voluntarios sanos 9. Asi, parece que el DXT, debido a que su metabolismo
depende de la actividad CYP2D6 194195 y a su amplia disponibilidad y seguridad 192.1%.197 seria el
farmaco test de eleccidén para medir la capacidad metabdlica de CYP2D6 %'. Ademas, la
formacion de 3-metoximorfinan a partir de DXT por el CYP3A4 198-200 hace de este farmaco test
un posible candidato para medir la capacidad metabdlica simultdnea tanto de CYP2D6 como de
CYP3A4 201,

El farmaco antiepiléptico mefenitoina ha sido utilizado ampliamente en estudios de fenotipo de
CYP2C19 mediante el uso de cocteles de fenotipacion 64163188 Sin embargo, debido a la
inestabilidad de las muestras y los efectos adversos que han sufrido algunos voluntarios durante
los estudios 192202 este farmaco test ha sido sustituido por el uso de omeprazol 6568.162,181-186

que ofrece un mayor perfil de seguridad y que estad ampliamente disponible en diferentes paises.

Para la medida del fenotipo metabdlico de CYP2C9, la tolbutamida ha sido utilizada durante un
tiempo como farmaco de eleccion en varios cocteles 86.182.186 debido a que es hidroxilada casi
exclusivamente por CYP2C9 192203, Sin embargo, la aparicion de efectos adversos como la
hipoglucemia 203, unido al hecho de que este farmaco no estd disponible comercialmente en
muchos paises, ha provocado la busqueda de nuevos farmacos test para medir la capacidad de
CYP2C9. La warfarina y el diclofenaco también se han utilizado también como farmaco test para
este enzima en algunos cécteles de fenotipacion ©.163.181 pero la eleccién de estos farmacos
estd asociada a ciertos inconvenientes. Cuando se utiliza warfarina es necesario administrar
vitamina K a los voluntarios para disminuir en lo posible efectos adversos como las hemorragias,
y ademas se deben desarrollar métodos que permitan separar y cuantificar los enantidmeros S y
R de warfarina, lo cual restringe su uso como un farmaco test '8'. Por su parte, el uso de
diclofenaco no se recomienda puesto que, aunque algunos estudios han descrito que CYP2C9*3
podria influenciar la 4-hidroxilacion del diclofenaco 204206, en otros trabajos no se ha encontrado
relacion entre el genotipo CYP2C9y la 4-hidroxilacion de diclofenaco 207 y se ha demostrado una
gran variabilidad en la absorcion intestinal de este farmaco 208, Sin embargo, el losartan parece
un buen candidato como farmaco test para medir la capacidad metabélica de CYP2C9. Se han
demostrado diferencias significativas en la farmacocinética de losartan entre diferentes genotipos
CYP2C9 29, y este farmaco se ha utilizado para medir el fenotipo metabolico CYP2C9 tanto en

estudios de una Unica dosis 20211, como en estudios con cdcteles de fenotipacion 162.183-185  gin
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la aparicion de efectos adversos.

La cafeina es el farmaco test mas utilizado para medir la capacidad metabdlica de CYP1A2 64-
66,68,162,181-183,185,186,188 nuesto que es relativamente seguro. El principal inconveniente del uso de
este farmaco test es el hecho de que esta presente en varios alimentos y bebidas, por lo que se
debe limitar la toma de alimentos que contengan cafeina en los voluntarios que participan en

estudios de fenotipo.

Combinaciones diferentes de dextrometorfano, omeprazol, losartan y/o cafeina han sido
utilizadas en varios cocteles de fenotipacion 65.68.162181-186 sin describirse interacciones entre los
farmacos propuestos, por lo que su uso conjunto parece ser eficaz y seguro para medir la
capacidad hidroxiladora de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4.

En resumen, debido a la capacidad de discriminacion de los fenotipos metabdlicos, la seguridad
de su uso y la amplia disponibilidad en diferentes paises, el uso de cafeina (100 mg), losartan
(25 mg), omeprazol (20 mg) y dextrometorfano (30 mg) conforman una correcta combinacion de
farmacos test para generar un coctel de fenotipacion, el coctel CEIBA, que permita medir
simultdneamente la capacidad metabélica de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4.

Estudio Il. Estudio de la influencia del polimorfismo del promotor CYP2D6 -1584C>G en la
capacidad metabolica de CYP2D6

En este estudio, la presencia del alelo -1584G en la regién promotora del gen CYP2D6 se ha
relacionado con un incremento global en la capacidad hidroxiladora de la enzima CYP2D6,
especificamente en los sujetos portadores de uno y dos genes activos CYP2D6. Ademas,
aunque no hubo diferencias significativas en los MRs de DBQ entre los portadores y no
portadores del alelo CYP2D6 -1584G en individuos gUMs de CYP2DG6, la relacién entre este

alelo y un menor MR fue evidente (Figura 4).

Los resultados del presente trabajo sugieren que los individuos con genotipo similar CYP2D6 (a
excepcion de los gPMs) portadores de la variante CYP2D6 -1584G frente a los no portadores
podrian tener una mayor capacidad hidroxiladora de debrisoquina por la enzima CYP2D6. Estos
datos concuerdan con resultados previos que indican que los portadores de la variante CYP2D6
-1584G presentan una mayor expresion proteica de la enzima CYP2D6 %, lo que podria explicar
el resultado de este estudio, y, ademas, apoyan un estudio previo de pacientes en tratamiento
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con tioridazina 89, donde se encontré que la variante CYP2D6 -1584G se asocid a una mayor
capacidad hidroxiladora de CYP2DG6 9.

Sin embargo, la relacién entre CYP2D6 -1584G y un menor MR de DBQ también podria deberse
a una asociacion por desequilibrio de ligamiento entre este SNP y otros polimosfismos que
confieran mayor expresion proteica, o incluso mayor eficiencia enzimatica, por lo que estas

hipétesis no pueden ser descartadas.

Por otro lado, la Unica excepcion a este resultado se daria entre los individuos que no portan
ningun gen CYP2D6 activo, entre los cuales, al igual que en otro estudio anterior &, no se

describié ningun individuo que portara la variante CYP2D6 -1584G.

La asociacion encontrada entre un menor MR y la presencia de la variante CYP2D6 -1584G
demuestra la potencial relevancia del alelo CYP2D6 -1584G para la actividad de la enzima
CYP2D6 en voluntarios sanos, especialmente en individuos con uno y dos genes activos
CYP2D6. El anélisis de este polimorfismo permitiria incrementar la prediccion de la capacidad
hidroxiladora de CYP2D6 a partir de la extrapolacion de los datos genotipicos, aumentando asi la
exactitud de esta estimacion 3088147, En base a los resultados de este estudio, se propone la
inclusion de la variante CYP2D6 -1584G en los estudios farmacogenéticos de la enzima
CYP2D6.

Estudio Ill. Estudio de la relevancia del genotipo CYP2D6 y las interacciones

farmacoldgicas en el indice metabélico de aripiprazol

El método presentado en este estudio permite cuantificar ARl y DARI en muestras de plasma
humano de manera rapida, reproducible y exacta. Ademas, este método muestra mejores
valores de precisidn y especificidad, asi como una metodologia mas simple que otro método de
HPLC desarrollado previamente 22, Asimismo, el método desarrollado es mas asequible,
economico y facil de aplicar que otros métodos basados en la deteccion por espectrometria de

masas (MS), que no estan disponibles en muchos laboratorios.

Las concentraciones de ARl y DARI observadas en los 22 pacientes estudiados (Figura 6) fueron
similares a las observadas en un estudio anterior con 9 pacientes (2.6 — 4824y 1.0 — 192.7
mg/mL para ARI y DARI, respectivamente) 2'3. Sin embargo, se ha encontrado que las
concentraciones plasmaticas de ARI fueron menores que las del rango de referencia

recomendadas (100 — 500 ng/mL) 214, Este hallazgo podria ser debido a que a este grupo de
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pacientes le fueron prescritas menores dosis de ARl (media = 13.5+6.8 mg/dia), comparadas
con las dosis que se administraron a los pacientes en estudios previos (entre 18£8 y 208

mg/dia) 215-217.

La comparacion de los MR ARI/DARI entre los sujetos en tratamiento en politerapia con
inhibidores CYP2D6 y con uno o dos genes activos CYP2D6 mostré que los individuos con un
gen CYP2D6 activo tuvieron valores de MR ARI/DARI significativamente mayores que aquellos
pacientes con dos genes CYP2D6 activos (Figura 7). En aquellos pacientes que no tomaron
inhibidores de CYP2D6 no se encontraron diferencias significativas en el MR ARI/DARI. Sin
embargo, la comparacion entre sujetos que estaban tomando o no inhibidores CYP2D6 mostr6
que los individuos con un gen activo en tratamiento con inhibidores CYP2D6 tenian MRs
ARI/DARI significativamente mayores que aquellos individuos que no tomaban inhibidores
CYP2D6, independientemente del numero de genes activos.

En conjunto, los datos obtenidos en este estudio muestran que el grado de inhibicion de
CYP2D6 depende del numero de genes activos CYP2D6 del paciente. Una idea similar se
apunto en un estudio previo que mostré que el grado de inhibicion que presentaban los pacientes
tratados con tioridazina cuando se les administraba el farmaco test DBQ dependia no solo de la
dosis de tioridazina administrada, sino también del genotipo CYP2D6 70. Ademés, estos
resultados muestran la influencia del tratamiento concomitante con inhibidores CYP2D6 en el
metabolismo de ARI a DARI en pacientes tratados con este antipsicético, lo cual apoya datos
previos similares que se obtuvieron por la medida del MR amitriptilina/nortriptilina 46,
tioridazina/mesoridazina 4770 o risperidona/9-hidroxirisperidona 48, sugiriendo que la
determinacion de las concentraciones plasmaticos, habitual en TDM podria ser una herramienta
util para estudiar las interacciones en pacientes tratados en politerapia con sustratos CYP2DG6.
Todo esto parece indicar que la genotipacion CYP2D6 de los pacientes en politerapia, junto a la

TDM, podrian ayudar a estudiar las interacciones que podrian ocurrir en dichos pacientes.

Sin embargo, este estudio no esta exento de limitaciones. El nimero de sujetos incluidos en el
estudio es bajo (n=22), por lo que este trabajo necesita ser replicado en una muestra mas amplia
de pacientes. Ademas, en este estudio se calcularon los MRs ARI/DARI, pero no se midi6 la
respuesta ni los efectos adversos al tratamiento. A la luz de los resultados, los efectos
secundarios podrian ser mayores entre los individuos en tratamiento concomitante con

inhibidores CYP2D6 y un solo gen CYP2D6 activo, como ya se demostro previamente en un
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individuo en tratamiento con risperidona . Por ello son necesarios futuros estudios que superen

las limitaciones del presente a fin de asegurar los resultados obtenidos.

En resumen, la metodologia propuesta en este estudio ha sido utilizada para evaluar la
variabilidad en las concentraciones de ARI y DARI en una muestra de 22 pacientes en
tratamiento con ARI. Ademas, se ha podido comprobar que los pacientes con un solo gen activo
CYP2D6 y en tratamiento con inhibidores de CYP2D6 tuvieron un MR ARI/DARI
significativamente mayor que aquellos en tratamiento con inhibidores CYP2D6 y dos genes
activos, 0 que aquellos sin tratamiento con inhibidores CYP2D6, independientemente del
genotipo CYP2D6 del paciente. Estos datos sugieren que la monitorizacién terapéutica de los
niveles plasmaticos de ARI podria ser utilizada como una medida de la capacidad metabdlica de

CYP2D6 en pacientes en tratamiento con este farmaco.

BLOQUE 2. EVALUACION DE LA VARIABILIDAD INTERETNICA DEL METABOLISMO
ULTRARRAPIDO DE CYP2D6

Estudio IV. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en ocho

poblaciones de voluntarios sanos amerindias de México

Este estudio muestra que existe variabilidad en la frecuencia de individuos con metabolismo
ultrarrapido de CYP2D6 en ocho poblaciones nativas americanas del noroeste de México. El
fenotipo gUM de CYP2D6 se observé en todos los grupos amerindios estudiados en diferentes
frecuencias, desde el 5.39% en la poblacién Tepehuana hasta el 20.56% de la poblacidn
Huichol, siendo la frecuencia en este grupo significativamente mayor que en los grupos
Tepehuano y Cora, y que en los mestizos de México (p < 0.05), asi como mayor en el grupo
Mayo que en el Tepehuano (p < 0.05).

La frecuencia de gUMs de CYP2D6 solo ha sido descrita para algunas poblaciones nativas
americanas de México, USA y Costa Rica 7599218 | a frecuencia de gUMs de CYP2D6 en las
Tribus Confederadas Salish y Kootenai de USA fue de 1.07% 218, menor que cualquiera de las
descritas para las ocho poblaciones amerindias estudiadas (p < 0.05), mientras que la frecuencia
media en las poblaciones amerindias de Costa Rica % y la descrita en un grupo Tepehuano de
México 7° (3.6% y 3.3%, respectivamente) fue similar a la descrita en la poblacion Tepehuana,

Cora y Seri de este estudio, pero menor a la frecuencia que se encontrd en el resto de
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poblaciones amerindias (p < 0.05). El rango de frecuencias para las multiplicaciones de genes
activos CYP2D6 varié de un 4.3% a un 10.7%, similar a la frecuencia de poblaciones mestizas

mexicanas (4.1-12.8%) 7584,

La causa mas probable de la multiplicacién de genes CYP2D6 activos en estas poblaciones
amerindias podria ser la seleccion natural. Factores medioambientales, como la dieta, podrian
haber ejercido una ventaja selectiva en individuos con genes CYP2D6 multiplicados,
incrementando los ratios de supervivencia de estos sujetos. La base de esta seleccion podria ser
la capacidad de CYP2D6 para detoxificar alcaloides, habitualmente presentes en las toxinas de
algunas plantas 219, Asi, en las poblaciones nativas americanas, la restricciéon en el acceso a
comida ha originado la busqueda de recursos alternativos, como algunas especies de plantas.
De esta manera, se habria favorecido la supervivencia de sujetos con alta capacidad para
detoxificar toxinas de plantas, es decir, con mas de 2 genes CYP2D6 activos. Se cree que un
fendmeno similar ocurri6 en Etiopia y Arabia Saudita 7, donde ha sido descrita una alta
frecuencia de genes activos CYP2D6 8091,

Este estudio muestra una frecuencia més alta de duplicaciones/multiplicaciones de genes activos
CYP2D6 en poblaciones amerindias mexicanas del noroeste que en mestizos de México.
Ademas, la frecuencia de gUMs de CYP2D6 varia no solo entre la poblacion nativa americana y
la mestiza, sino también entre las ocho poblaciones nativas americanas estudiadas. Teniendo en
cuenta que el fenotipo UM se ha relacionado con fallo terapéutico o con tendencia a desarrollar
reacciones adversas, potencialmente mortales, a ciertos farmacos sustratos de CYP2D6 43233 |a
informacién obtenida podria ser Util para generar estrategias terapéuticas enfocadas a las
poblaciones amerindias de México y otras similares, como se discutirda en mas detalle en el

apartado “VI. Discusion general’.

Estudio V. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en una

poblacion de voluntarios sanos de Espafa

Este estudio es el mayor realizado hasta la fecha que analiza las frecuencias alélicas y
genotipicas de CYP2D6 en la poblacion espafiola (n=805). Ademas, es el primer estudio donde
se calcula la frecuencia de gUMs de CYP2D6 contabilizando unicamente aquellos individuos con
mas de dos genes CYP2D6 activos, es decir, identificando claramente qué alelo CYP2D6 esta

multiplicado y eliminando del grupo de gUMs a los individuos con genes CYP2D6 no activos
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multiplicados. Este trabajo describe una frecuencia de gUMs de CYP2D6 de 5.34% y de
multiplicacién de genes activos CYP2D6 de 3.66% en la poblacion espafiola estudiada. La Tabla
XXII muestra las frecuencias de genes CYP2D6 multiplicados y de gUMs de CYP2D6 en

diferentes poblaciones de Europa estudiadas.

Tabla XXII. Frecuencia de genes CYP2D6 multiplicados y de gUMs CYP2D6 en las poblaciones europeas de

voluntarios sanos con un niimero de individuos estudiados mayor o igual a 100.

Pais n CYP2D6*1xN o *2xN CYP2D6*4xN CYP2D6*10xN % gUMs Referencia
Alemania 195 1.5% - - 1.0% 60
Croacia 200 4.0 - - 40% 220
Espaia 217 3.5 - - 70+ %
Espafia 147 5.1* - - 10.2* %
Espana 105 3.8 0.5 - - 103
Espana 327 41 0.3 - - 30
Estudio V de la
Espaia 805 3.7 04 0 53 presente Tesis
Doctoral
Grecia 283 3.7 - - 74% 22
Hungria 112 1.8 0 - 1.9 222
ltalia 360 42" - - 8.3* 23
Italia 122 04 0 - 08 24
Portugal 100 6.1 0 - 84 104
Estudio VI de la
Portugal 300 3.0 0 0.2 4.7 presente Tesis
Doctoral
Republica Checa | 223 3.1* - - 3.6 225
Rusia 290 22 0 - 34 26
Suiza 165 2.1 0.3 - 30 &
Turquia 404 6.0* - - 87 228

*La presencia de alelos CYP2D6 no activos multiplicados no puede ser descartada. n = nimero de individuos.

Previamente se habia descrito una alta frecuencia de gUMs CYP2D6 en poblacién de voluntarios
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sanos de Espafia (7-10.2%) 9%, Sin embargo, en estos trabajos no se identifico claramente cual
era el alelo CYP2D6 multiplicado 959, por lo que la frecuencia de gUMs CYP2D6 descrita en

estos estudios podria estar sobrerrepresentada.

En un estudio de 217 voluntarios sanos espafioles se analizaron los alelos CYP2D6*3, *4, *5, *9
y la presencia de genes CYP2D6 multiplicados % y se mostré la presencia genes CYP2D6
duplicados en 15 individuos, siendo dos de ellos también portadores del alelo de actividad
disminuida CYP2D6*9 9. Los autores del trabajo asumen que CYP2D6*9 no es el alelo CYP2D6
duplicado en base a un trabajo anterior con muestras de voluntarios suecos donde se caracteriza
el alelo multiplicado en cinco sujetos, identificandolo como el alelo con actividad CYP2D6*2 7.
Sin embargo, la presencia de CYP2D6*9x2 ha sido descrita en dos pacientes psiquiatricos
espafioles 222 y en el estudio de 217 voluntarios espafioles no se realiza ninguna prueba
especifica que descarte que el CYP2D6*9 pueda estar duplicado %. Por todo ello podriamos
pensar que CYP2D6*9, o bien otros alelos que no se estudiaron, podrian estar presentes en los
individuos portadores de copias extras del gen CYP2D6, lo que podria implicar que esos sujetos
se clasificaran como gEMs de CYP2D6 en lugar de gUMs.

De igual modo, otro estudio identifica, en un total de 147 voluntarios, 15 individuos con alelos
CYP2D6 duplicados, pero en dos de los individuos esta presente el alelo CYP2D6*4 %. La
metodologia llevada a cabo en este trabajo no permite identificar si el alelo CYP2D6 duplicado es
el *4 o no, pero en cualquier caso estos dos individuos no serian gUMs de CYP2D6, puesto que
el valor que obtendrian puntuando los alelos seria de 1 0 2 (ver el apartado de la introduccién
“3.3. Estimacion del fenotipo metabdlico CYP2D6 a partir de los datos de genotipo CYP2D6).
Ademas, en este estudio se identifica la presencia del alelo CYP2D6*2 por la deteccion del SNP
CYP2D6 2850C>T %, Sin embargo, este SNP no esta presente Unicamente en el CYP2D6*2,
sino que se ha descrito asociado a mas de 50 alelos CYP2D6, entre ellos algunos actividad
disminuida o nula 2, lo cual implica que el “CYP2D6*2" detectado en estas muestras podria
realmente corresponder con un alelo CYP2D6 sin actividad o con actividad disminuida. De esta
manera, el numero real de individuos gUMs en este estudio % podria ser inferior al reportado.
Por ultimo, unicamente los alelos CYP2D6*3, *4 y *5 fueron ademas analizados en este estudio,
por lo que la presencia de otros alelos con actividad disminuida o nula y también frecuentes en
poblaciones caucasicas europeas, como el CYP2D6*6, CYP2D6*10 o CYP2D6*41 (ver la
publicacion A7.2) no puede ser descartada en los individuos con multiplicaciones del gen
CYP2D6.
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El Estudio V de la presente Tesis Doctoral que identifica la multiplicacién de genes CYP2D6
activos y gUMs en una poblacién espafiola de voluntarios sanos analiza un nimero mayor de
alelos CYP2D6 que los estudios anteriores 309596103 |o que permite realizar con mayor exactitud

la asignacion de los individuos en un grupo metabdlico u otro.

La comparacion de frecuencias de gUMs de CYP2D6 con otras poblaciones caucasicas de
Europa (Tabla XIX) muestra una frecuencia similar entre las poblaciones donde se han estudiado
la presencia de genes no activos CYP2D6 multiplicados (3.0 — 5.4%), con algunas excepciones,
como las poblaciones estudiadas de Hungria e Italia, donde la frecuencia parece menor

(alrededor de 1%) 222.224,

Adicionalmente, el andlisis de las frecuencias de gUMs de CYP2D6 estimadas en los estudios de
poblaciones europeas (Tabla XIX) donde no se detecta si el alelo CYP2D6 multiplicado tiene o
no actividad describen una frecuencia mayor de gUMs de CYP2D6, valor que podria estar
sesgado por la inclusion en este grupo de individuos portadores de genes no activos CYP2D6
multiplicados.

En resumen, el porcentaje de gUMs de CYP2D6 en una poblacion de voluntarios sanos de
Espafia encontrado en este estudio es 5.3%, lo que esta en consonancia con los datos de
fenotipacion (Figura 1) pero no apoya la alta frecuencia de gUMs que se describio previamente
en la poblacion espafiola 9.9, cuya causa puede deberse a la no identificacién del alelo CYP2D6

multiplicado en los estudios anteriores.

Estudio VI. Estudio de la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 en una

poblacion de voluntarios sanos de Portugal

Hasta la fecha, este es el mayor estudio de frecuencias alélicas y de grupos funcionales CYP2D6
llevado a cabo en una poblacion de voluntarios sanos de Portugal. En este trabajo se encontro
una frecuencia de gUMs de 4.7% y de multiplicacién de genes activos CYP2D6 de 3%. Las
frecuencias de gUMs y genes activos CYP2D6 multiplicados en poblaciones europeas se

muestran en la Tabla XXII.

La frecuencia de individuos gUMs y de genes activos CYP2D6 en la poblacién de Portugal es
casi la mitad en este estudio que en otro de una poblacion portuguesa %4, donde la frecuencia de
gUMs fue de 8.4% y de genes activos multiplicados de 6.1%. Sin embargo, el trabajo anterior

incluyé un bajo nimero de voluntarios sanos (n=100 % vs. n=300 en este estudio), lo cual podria
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sesgar los resultados obtenidos. Por otro lado, el célculo del porcentaje de individuos gUMs
cuando el numero de individuos es igual a 100 tiene que dar siempre un porcentaje no decimal
(si existe un individuo gUM de CYP2D6 en un total de 100, la frecuencia seria de 1%; si existen 2
gUMs, entonces seria del 2%; y asi sucesivamente). Sin embargo, el porcentaje de gUMs de
CYP2D6 que se obtuvo en el estudio anterior es un numero decimal '%. Podria suceder que
finalmente no se obtuvieran los genotipos de todos los individuos, y por eso el nimero total sea
menor a 100, pudiéndose obtener asi un valor decimal de porcentaje. Pero esto no es lo que
parece que ocurre en el estudio anterior, puesto que en el apartado “Resultados” de la
publicacién 194 se especifica que se analizan 200 cromosomas, es decir, 100 individuos. La
frecuencia que se muestra en el articulo no puede volver a ser recalculada, puesto que no se
dan los datos de genotipo por individuo. Por todo lo anterior, el dato de un 8.4% de gUMs en una

poblacion portuguesa de voluntarios sanos 04 deberia ser utilizado, al menos, con cautela.

Por otro lado, es conocida la relacién entre el metabolismo incrementado de CYP2D6 y su
implicacion en el fallo en la respuesta terapéutica 112 o el aumento de los efectos adversos
4,127129.131.230 cyando los pacientes son tratados con farmacos (como fluoxetina o amitriptilina) o
profarmacos (como codeina o tamoxifeno) de la enzima CYP2D6. Por ello, el conocimiento de la
frecuencia de gUMs en una poblacion de Portugal podria facilitar que se lleven a cabo
estrategias concretas para favorecer la mejor respuesta terapéutica con el menor nimero de

efectos adversos en esta poblacion.

Estudio VII. Estudio de la variabilidad interétnica del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6

en poblaciones iberoamericanas

Este es el primer estudio en poblaciones iberoamericanas donde se describen las frecuencias
alélicas CYP2D6 y de fenotipos metabolicos estimados a partir de los genotipos CYP2D6 en
poblaciones de voluntarios sanos con diferente componente étnico, independientemente del pais
de origen. En este estudio se han incluido 1363 voluntarios sanos de origen amerindio, 1506 de
origen caucasico, 83 de origen africano, 173 de origen judio Ashkenazi y 2102 de origen no
definido o mestizos, lo que hace de este trabajo uno de los estudios de variabilidad alélica y

genotipica de CYP2D6 con mayor poblacion estudiada.

Los resultados obtenidos parecen mostrar una frecuencia ligeramente mayor de genes activos

CYP2D6 multiplicados en judios Ashkenazi (6.36%) y los voluntarios con ancestria
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mayoritariamente africana (6.02%) que en los voluntarios de otro origen étnico (3.52 — 3.85%;
Tabla XIII). El resultado de los judios Ashkenazi apoya resultados previos similares en una
poblacion de judios Ashkenazi de USA 231 y, ademas, la frecuencia en voluntarios que se
declararon con ascendencia africana esta de acuerdo con un dato anterior que muestra una
mayor frecuencia media de genes activos CYP2D6 multiplicados en poblaciones negras de
Africa (5.80%), como puede revisarse en la publicacién A7.2. En cuanto a la frecuencia de gUMs
CYP2D6, destaca la alta frecuencia de gUMs de CYP2D6 de la poblacion de judios Ashkenazi
(11.50%), similar a la reportada en otro estudio de la poblacion judia Ashkenazi 231. En el resto
de poblaciones, los valores encontrados parecen fluctuar ligeramente, sin destacar ningun
resultado por presentar una frecuencia mas alta o baja que el resto (5.38% - 8.43%). La
frecuencia de gUMs encontrada en la poblacion de origen amerindio (7.19%) es similar a la
reportada anteriormente (7.67%; publicacion A7.2). Similarmente, la frecuencia encontrada en la
poblacion de origen caucasica (5.38%) es semejante a la reportada para poblaciones caucéasicas
de la zona Sur y Mediterranea Europea (5.82%), hecho que puede deberse a que las
poblaciones caucasicas incluidas en este estudio procedian de Espafia y Portugal
mayoritariamente, y en menor proporcion de caucasicos de Cuba, donde historicamente existe
una gran migracion desde Espafia 232233, En cuanto a la frecuencia de gUMs CYP2D6 en la
poblacién mestiza de Latinoamérica, parece mayor en este estudio (6.60%) que la frecuencia
media reportada anteriormente (3.34%; publicacion A7.2). Debido a que esta poblacién incluye a
individuos con diferente grado de mestizaje, principalmente entre las poblaciones de origen
nativo americano, caucasico y africano, la frecuencia que se obtiene puede variar en funcion de
la proporcidn del componente amerindio, caucasico o0 africano que tenga cada individuo. Asi, se
ha mostrado, por ejemplo, que la poblacién mestiza de México tiene una baja proporcion de
componente ancestral africano (alrededor del 5%) mientras que en algunas poblaciones
mestizas del Caribe y de América Central o del Sur la proporcién de ancestria africana puede ser

de hasta un 509 93.232-234,

Si bien no es el objetivo principal de esta Tesis Doctoral, si que parece interesante destacar,
puesto que es la primera vez que se estudia en profundidad un gran numero de voluntarios
sanos de Iberoamérica agrupados por origen étnico y no por paises, la alta frecuencia del alelo
CYP2D64 en la poblacion iberoamericana de origen caucasico, y las de los alelos CYP2D6*17'y
*29 en la poblacion latinoamericana de origen africano, en correspondencia con lo descrito
anteriormente (publicacion A7.2). La alta frecuencia de estos alelos en poblaciones con un
componente étnico mayoritario podria apuntar hacia una distribucion de las variantes alélicas de
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CYP2D6 particular segun el origen étnico de la poblacion, aunque estos datos deben ser

analizados en mucha mas profundidad en futuros estudios.

A pesar de todo lo anteriormente expuesto, existen varias limitaciones en este trabajo. Por una
parte, el nimero de voluntarios con un origen étnico mayoritario africano es bajo (n=83), por lo
que futuros estudios que amplien o complementen este deben incluir un mayor numero de
sujetos latinoamericanos con este componente ancestral. Ademas, el analisis de los datos
obtenidos parecen mostrar un porcentaje ligeramente mayor del alelo CYP2D6 wt en la
poblacion nativa americana (63.59%) que en el resto de poblaciones (40.77 — 50.38%). En este
estudio, el alelo CYP2D6 wt se asigna cuando ninguno de los otros alelos CYP2D6 estudiados
estd presente. Se sabe que las poblaciones amerindias no han sido profundamente
caracterizadas (publicacion A7.2) y pueden tener alelos no presentes en otras poblaciones. Por
ejemplo, recientemente se ha encontrado y postulado un origen amerindio para el alelo
CYP2D6*82 106, Asi, es posible que mas alelos no conocidos, con diferentes grados de actividad,
estén presentes en las poblaciones nativas americanas, por lo que son necesarios futuros
estudios que profundicen en esta linea. Por ultimo, en los estudios de PGx de poblaciones y de
variabilidad de enzimas CYPs, como CYP2DG6, la clasificacion de los individuos en las distintas
etnias se hace por autodeterminacion, es decir, los rasgos morfolégicos y culturales ayudan al
propio individuo a reconocerse como miembro de un grupo étnico u otro 307576.84.235 Esta ha sido
la forma de clasificar a los voluntarios sanos incluidos en este estudio en un grupo poblacional u
otro. Sin embargo, existen actualmente marcadores informativos de ancestria (AIMs, del inglés
“‘ancestry informative markers”) especificos para cada grupo étnico que permiten una
clasificacién de los individuos mas veraz, pues se ha demostrado que la clasificacion por
autodeterminacién no siempre se corresponde con la clasificacion por AlMs 9. De esta manera,
podria ser interesante averiguar la variabilidad de CYP2D6 no solo en distintos grupos étnicos
“‘autodeterminados” por los individuos, como se ha hecho en este estudio, sino también conocer
dicha variabilidad en funcién a los grupos étnicos determinados por analisis de AlMs. Asi, se

podria estudiar con mayor veracidad el posible origen étnico de los diferentes alelos CYP2D6.

En resumen, este estudio de poblaciones iberoamericanas ha encontrado una frecuencia de
genes activos CYP2D6 multiplicados y de gUMs de CYP2D6 de 3.89 y 7.26%, respectivamente,
en la poblacion amerindia; 3.52 y 5.38%, respectivamente, en la poblacion caucasica; 6.02 y
8.43%, respectivamente, en la poblacion africana; 6.36 y 11.56%, respectivamente; y 3.78 y
6.57% en la poblacion mestiza.
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BLOQUE 3. EVALUACION DE LAS IMPLICACIONES CLINICAS DEL METABOLISMO
ULTRARRAPIDO DE CYP2D6

Estudio VIIl. Estudio de la relacion entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 y
sintomas relacionados con trastornos del comportamiento alimentario en una poblacion

de mujeres sanas de Cuba

Los resultados de este estudio muestran, por primera vez, que existe una relacion entre la
capacidad hidroxiladora CYP2D6 incrementada (mUM de CYP2DG6) y el riesgo a desarrollar

sintomas de bulimia en mujeres sanas de Cuba.

Estos datos apoyan resultados previos que encontraron una mayor frecuencia de sujetos con
mas de dos de genes activos CYP2D6 (gUMs) entre los pacientes con TCAs 134, Tomando
ambos resultados en conjunto, se podria sugerir que el incremento en la actividad enzimatica
CYP2D6 podria empeorar los sintomas relacionados con la bulimia nerviosa en voluntarias

sanas, y asi influenciar en el riesgo de sufrir TCAs.

Adicionalmente, la potencial implicacién de CYP2D6 en psicopatologia debido a su papel en el
metabolismo de sustratos enddgenos 19.222449.146-148,150 eg apoyada por datos previos que
sefialan que los PMs de CYP2D6 podrian presentar proteccién frente al desarrollo de

psicopatologia 148-150,

Sin embargo, estos resultados deberian ser tomados con cautela antes de replicarse en
diferentes poblaciones y con mayor nimero de mujeres sanas 0 de pacientes con desordenes
alimentarios. Asi, en los estudios posteriores que intenten replicar este se deberia asegurar que
las poblaciones estuviesen libres de tratamiento farmacoldgico con sustratos CYP2D6, los cuales
son comunmente prescritos para el tratamiento de desérdenes alimentarios y para tratar otras

afecciones comunes.

Los porcentajes de mujeres con cero, dos 0 mas de dos genes activos CYP2D6, y las
frecuencias de mujeres clasificadas como PMs y UMs de CYP2D6 fueron similares a las
previamente descritas para la poblacién general de Cuba 30.'47. La correlacion entre
duplicacién/multiplicacion de genes activos CYP2D6'y el mUM de CYP2D6 no fue exacta, puesto
que el grupo mUM solo incluyo el 44.4% de los sujetos con mas de dos genes activos CYP2D6

(gUMs). Este resultado apoya datos previos de trabajos que estudiaron la relacién entre el
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numero de genes activos CYP2D6 y la capacidad hidroxiladora de CYP2D6, y que han sido
revisados en el apartado de la introduccion “4.1. Discordancia entre gUMs y mUMs: estudios de
poblaciones”. De esta manera, los resultados obtenidos en este estudio parecen apoyar la idea
de que la evaluacion de la capacidad hidroxiladora del CYP2D6 no puede ser directa y
simplemente extrapolada de los genotipos, salvo para los individuos que no portan genes activos
CYP2D6. De hecho, la medida de la capacidad hidroxiladora usando DBQ como farmaco test
parece ser mas segura que el genotipo, al menos en esta poblacion, puesto que mientras que
por genotipo se extrapolaron 12 gUMs de CYP2D6, por fenotipo solo se identificaron 9 mUMs.de
CYP2D6. Este hecho podria explicar parcialmente por qué la relacion entre la subescala “EDI-
bulimia” y el nimero de genes activos CYP2D6 no fue significativa, a diferencia de la relacién

entre “EDI-bulimia”y la capacidad hidroxiladora de la enzima CYP2DG6.

La escala “EDI-bulimia” mide los sintomas relacionados con el fallo de control sobre los
comportamientos de toma de comida y purga. El Unico farmaco antidepresivo aprobado por la
FDA para el tratamiento de estos sintomas es la fluoxetina, sustrato de la enzima CYP2DG6, y se
recomienda que estos sintomas en pacientes con desordenes alimentarios y un diagndstico de
bulimia nerviosa se traten con altas dosis de fluoxetina en comparacién con otros desoérdenes '3,
Puesto que la enzima CYP2D6 estd involucrada en el metabolismo de fluoxetina y otros
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina utilizados en el tratamiento de otros TCAs,
es posible especular que estas altas dosis podrian ser necesarias para tratar la bulimia en

individuos con una actividad enzimatica CYP2D6 muy répida.

Los datos obtenidos en este estudio podrian, ademas, apoyar resultados previos que muestran
una alta frecuencia de UMs de CYP2D6 entre los casos de suicidio 1%8, los individuos con una
historia de comportamientos suicidas entre los pacientes con ED o con comportamientos
suicidas severos entre los supervivientes de un intento suicida 157.160, individuos que intentaron
suicidarse con al menos un desorden de personalidad %3, o en pacientes con trastornos
mentales persistentes bajo tratamiento antidepresivo con sustratos CYP2D6 11, todas las

anteriores condiciones comunes entre los pacientes con ED 1%,

En resumen, los datos de este estudio apoyan la implicacion de CYP2D6 en la vulnerabilidad a
sufrir TCAs, principalmente por el empeoramiento de sintomas relacionados con la bulimina

nerviosa en voluntarias sanas.
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Estudio IX. Estudio de la relacién entre el fenotipo metabélico ultrarrapido CYP2D6 e
historia de tentativa suicida en pacientes con trastornos del comportamiento alimentario

de México

Los presentes resultados muestran que existe una asociacion entre el nimero de genes activos
CYP2D6 y la presencia de historia de tentativa suicida entre los pacientes con TCAs
diagnosticados con bulimia nerviosa purgativa, siendo mayor la frecuencia de gUMs CYP2D6 en
estos pacientes (33.3%) que entre aquellos pacientes sin historia de tentativa suicida (8.5%).
Ademas, y aunque esta relacion no es estadisticamente significativa, también se encontré que,
independientemente del trastorno del comportamiento alimentario especifico diagnosticado en
los pacientes, los gUMs de CYP2D6 mostraron una frecuencia mas alta en los pacientes con

historia de tentativa suicida frente a los que nunca intentaron suicidarse (21.4% vs. 8.4%).

Puestos en conjunto, los resultados de este estudio reafirman datos previos que mostraban
asociacion entre gUMs de CYP2D6 e historia de tentativa suicida en una poblacién de pacientes
diagnosticados con TCAs de Espafia '57. Adicionalmente, los resultados obtenidos en este
estudio apoyan también otros datos que mostraron una relacion entre el metabolismo
incrementado de CYP2D6 y el suicidio 58-160,

La relacion entre CYP2D6 y suicidio podria deberse, por un lado, a la participacion de esta
enzima en el metabolismo de sustancias enddgenas 22143-145 (para una vision mas completa,
repasar el apartado “6.2. Metabolismo endégeno de CYP2D6: relacién de la actividad CYP2D6
con rasgos de personalidad, vulnerabilidad a psicopatologia, trastornos del comportamiento
alimentario y suicidio” de la introduccion de la presente Tesis Doctoral), y por otro, a la
implicacion de CYP2D6 en el metabolismo de farmacos usados para el tratamiento de TCAs,
como son los antidepresivos 111.112136.140 cuya relacién ya se ha descrito detalladamente en el
apartado “6.1. Relacion entre la variabilidad funcional CYP2D6 y el metabolismo de farmacos
mediado por CYP2D6”.

En relacién con el metabolismo de sustancias endégenas, podria suceder, como se ha sugerido
previamente 2324 que la implicacion de CYP2D6 en el metabolismo de la serotonina 22146 de
lugar a posibles diferencias basales en el tono serotoninérgico, y consecuentemente en el
dopaminérgico (puesto que la neurotransmision dopaminérgica esta regulada en parte por la
serotonina 23.24) entre los diferentes grupos funcionales de CYP2D6. De esta manera, los
distintos fenotipos metabdlicos de CYP2D6 podrian potencialmente explicar diferencias en el
comportamiento que se deban, al menos en parte, a un distinto nivel de serotonina y/o
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dopamina. En relacion a lo anterior, CYP2D6 se ha relacionado con diferencias en rasgos de
personalidad 49147 con la presencia de trastornos mentales y de personalidad %3 o con
diferencias en la funcién neurocognitiva y la vulnerabilidad a psicopatologia 148-1%0, En relacion al
ultimo dato, los resultados apuntan a que los PMs de CYP2D6 podrian poseer cierta proteccién a
desarrollar psicopatologia '48-150, mientras que, por el contrario, se ha encontrado que los
individuos con dos 0 mas genes activos CYP2D6 son més frecuentemente diagnosticados con al
menos un trastorno de personalidad entre los individuos que intentaron suicidarse en
comparacion con aquellos con un o ningun gen activo CYP2D6 153, Puestos en conjunto, todos
estos datos podrian apoyar la hipotesis de que los individuos con una capacidad metabdlica
incrementada de CYP2D6 serian mas propensos a cometer una tentativa suicida mas severa 160,

que potencialmente puede derivar en la muerte por suicidio 158,

Pero ademas, la relacion CYP2D6 - suicidio puede ser explicada por la participacion de la
enzima CYP2D6 en el metabolismo de fluoxetina ¢, que es el Unico antidepresivo aprobado por la
FDA para el tratamiento de la bulimia nerviosa a altas dosis %, y es el farmaco de eleccion en
monoterapia para el tratamiento de bulimia nerviosa en el hospital de México donde fueron
atendidos los pacientes del estudio. En este sentido, se ha demostrado una peor respuesta de
los gUMs de CYP2D6 al tratamiento antidepresivo con dosis estandar 11112, y una mayor
frecuencia de gUMs entre los pacientes con depresion hospitalizados que desarrollaron sintomas
relacionados con mayor riesgo de cometer un intento suicida '° y entre los pacientes con
trastornos mentales persistentes bajo tratamiento antidepresivo con sustratos CYP2D6 1. De
esta manera, los pacientes con una alta capacidad metabdlica de CYP2D6 podrian tener
concentraciones plasmaticas de fluoxetina mas bajas ° y, consecuentemente, responder peor al
tratamiento 11112 lo que daria lugar al abandono de la terapia farmacologica (como se ha
mostrado en el Estudio IX de la presente Tesis Doctoral). Todo lo anterior podria derivar hacia un
intento suicida 157.15% potencialmente severo 160 que acabe con la muerte por suicidio 98 del

paciente.

Sin embargo, los resultados de este estudio deben ser tomados con reserva hasta que el estudio
sea replicado en una cohorte independiente de pacientes con TCAs.

Para la poblacién estudiada con TCAs, las frecuencias de gUMs y gPMs de CYP2D6 fueron de
9.3 y 2.5%, respectivamente. Estas frecuencias parecen ser similares a las descritas para
poblaciones mestizas de México 758, Sin embargo, entre los pacientes que intentaron

suicidarse, la frecuencia de gUMs de CYP2D6 fue mayor (21.4%) que las reportadas para las
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poblaciones mestizas de México (4.5 - 9.1%) 7584 y la poblacion nativa Tepehuana de México
(3.3%) 5.

En resumen, una relacion entre el nimero de individuos con méas de genes activos CYP2D6 y
una historia de tentativa suicida se ha mostrado en pacientes de México diagnosticados con
bulimia nerviosa purgativa. Estos resultados pueden explicarse por la relacién de CYP2D6 con el
metabolismo de enddgenos como serotonina, o bien por la implicacién en el metabolismo de
farmacos antidepresivos, como la fluoxetina. Sin embargo, se requieren mas estudios para

confirmar estos resultados.

Estudio X. Estudio de la relacion entre el fenotipo metabdlico ultrarrapido CYP2D6 y la
discontinuacion temprana del tratamiento en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina en

pacientes con trastorno depresivo mayor de México

Los resultados de este estudio muestran una relacion entre los grupos metabélicos de CYP2D6 y
el abandono temprano del tratamiento en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina. Asi, los
pacientes Mexicanos con depresion mayor y mas de dos genes activos CYP2D6 (gUMs) que
comienzan un tratamiento antidepresivo en monoterapia por las dosis mas bajas recomendadas
de fluoxetina o amitriptilina dejan el tratamiento antidepresivo en el primer mes (primeras cuatro
semanas). Adicionalmente, se ha observado que los pacientes gPMs de CYP2D6 no abandonan
el tratamiento en las 12 semanas de seguimiento, apoyando resultados previos que no
encontraron una mayor discontinuacion del tratamiento antidepresivo entre los individuos gPMs
CYP2D6%4/*4 140,

Estos resultados apoyan datos anteriores que encontraron que los pacientes con mas de dos
genes activos CYP2D6 tratados con antidepresivos sustratos de la enzima CYP2D6 tendian a no
responder al tratamiento 11112, lo cual puede estar relacionado ademas con el hecho de que los
gUMs de CYP2D6 presentan mayor riesgo de desarrollar sintomas relacionados con el suicidio
en los pacientes con depresion hospitalizados 5° y de cometer un intento suicida en pacientes
con trastornos alimentarios 157 (que son tratados en muchos casos con sustratos CYP2D6 136.155),
En resumen, parece que los gUMs de CYP2D6, al no responder a la terapia antidepresiva 111112,

abandonan el tratamiento, pudiendo cometer un intento suicida 157.159 potencialmente mortal 158,

Sin embargo, este estudio no esta exento de limitaciones. Por un lado, el estudio es naturalistico

y se incluyeron los pacientes con trastorno depresivo mayor en monoterapia con fluoxetina o
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amitriptilina, independientemente de la dosis que recibian, por lo que esta no fue controlada.
Ademas, no se evallan las concentraciones plasmaticas del farmaco y/o metabolito ni tampoco
la eficacia del tratamiento farmacolégico. Por lo tanto, deberian disefiarse futuros estudios para
evaluar diferentes dosis de inicio asi como las concentraciones plasmaticas del farmaco y sus

efectos.

En resumen, este trabajo muestra la asociacion entre el gUM de CYP2D6 y la discontinuacion
del tratamiento antidepresivo en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina en pacientes con

trastorno depresivo mayor de México.

DISCUSION GENERAL

La presente Tesis Doctoral ha sido dividida en tres bloques de estudios interrelacionados entre
si, con un eje comun: la evaluacion, variabilidad e implicacion clinica del fenotipo metabdlico de

CYP2D6, y concretamente, del fenotipo metabdlico ultrarrapido.

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha propuesto una metodologia para medir a
través de la administracion de un farmaco test la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 (y,
adicionalmente, de otros CYPs), se ha mostrado cémo la relacién entre fenotipo metabdlico
CYP2D6 medido por la administracion de un farmaco test y el estimado a partir del genotipo
CYP2D6 puede ser ajustada mediante el estudio del polimorfismo CYP2D6 -1584C>G y se ha
presentado como la monitorizacion terapéutica del farmaco aripiprazol puede ser utilizada para
medir las interacciones farmacoldgicas que pueden surgir durante el tratamiento en politerapia
de pacientes psiquiatricos tratados con este farmaco. Adicionalmente, y en concreto respecto del
fenotipo UM de CYP2D6, se ha mostrado que su variabilidad en poblaciones iberoamericanas de
diferente origen étnico, concretamente entre ocho poblaciones amerindias de México, y dos
poblaciones caucasicas de la peninsula ibérica, una de Espafia y otra de Portugal. Finalmente,
ha sido demostrada la relacion entre el fenotipo UM de CYP2DG6 y el riesgo a desarrollar
sintomas bulimicos, a cometer un intento suicida entre los pacientes con bulimia nerviosa

purgativa y a abandonar el tratamiento antidepresivo con sustratos de la enzima CYP2D6.

El coctel CEIBA propuesto en el Estudio I, que permite tedricamente medir la capacidad
hidroxiladora de CYP2D6 junto a la de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4 ha sido, con

posterioridad y fuera de los estudios de la presente Tesis Doctoral, desarrollado y validado en 20
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voluntarios sanos 2%, demostrando asi que potencialmente puede ser utilizado para medir la

capacidad hidroxiladora de estas enzimas.

Adicionalmente, el Estudio Ill mostré cdmo la TDM, en concreto del farmaco aripiprazol, puede
ser utilizada para medir interacciones entre farmacos sustratos de CYP2D6, lo que apoya
resultados previos en esta linea con otros sustratos de CYP2D6, como nortriptilina, tioridazina y
risperidona 46-4869.70, Ademas, se encontrd que el numero de genes activos CYP2D6 influy6 en la
interaccion farmacoldgica. Sin embargo, este estudio incluy6 un nimero reducido de pacientes y
deberia ser replicado en un grupo mayor, donde podria ser interesante estudiar si el
polimorfismo CYP2D6 -1584C>G también influye en las interacciones entre farmacos sustratos
de CYP2DG6, en base a los resultados del Estudio Il y otros anteriores 36.8 que muestran que este

SNP podria estar relacionado con la capacidad hidroxiladora de CYP2D6.

Con respecto a la variabilidad del metabolismo ultrarrapido de CYP2D6, se ha mostrado que
existe un amplio rango de frecuencias de genes activos CYP2D6 multiplicados y de gUMs de
CYP2D6 entre poblaciones con diferente origen étnico. Las frecuencias mayores de gUMs han
sido encontradas en las poblaciones mexicanas de origen amerindio Huichol (20.56%), Guarijia
(20.0%), Mayo (18.18%), y Mexicanera (15.38%), mostrando valores méas moderados aunque
también altos en los Tarahumaras (12.15%), Seris (10.52%) y Coras (8.64%), y siendo menor en
los Tepehuano (5.39%), en concordancia con datos previos reportados en la poblacion
Tepehuana 7. Sin embargo, cuando estas frecuencias se comparan con la obtenida en el
Estudio VII para la poblacion amerindia, independientemente del pais de origen o grupo
amerindio especifico al que pertenezcan los individuos (7.19%), parece que las frecuencias
encontradas en las ocho poblaciones amerindias de México estudiadas son mayores. Esto
podria deberse a que los diferentes grupos amerindios suelen vivir de manera aislada y sin
contacto con el resto de poblaciones. Asi, factores locales han podido influir en la seleccion de
unos alelos CYP2D6 u otros en diferentes grupos amerindias, por ejemplo, la posible seleccion
de alelos CYP2D6 activos multiplicados en zonas donde existe una dieta con alta

concentraciones de alcaloides toxicos que son metabolizados por CYP2D6 .

Por otro lado, los voluntarios sanos incluidos en los Estudios VI, V, VI y VIl han sido genotipados
para CYP2D6 y su capacidad hidroxiladora ha sido estimada a partir de los datos de genotipo
CYP2D6, pero no se ha evaluado el fenotipo metabdlico a partir de la administracion de un
farmaco test. Ya se ha comentado a lo largo de la presente Tesis Doctoral que no siempre existe
una correspondencia entre el genotipo CYP2D6 y el fenotipo medido con un farmaco test,
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principalmente entre los UMs de CYP2D6 (ver en detalle el apartado de la introduccion “4.1.
Discordancia entre gUMs y mUMs: estudios de poblaciones”. Por ello, parece sensato sugerir
que deberian llevarse a cabo mas estudios en esta area, a fin de estudiar en profundidad la
relacion entre los gUMs CYP2D6 descritos para las poblaciones en los Estudios VI, V, VIy Vil 'y
la capacidad hidroxiladora de CYP2D6. Para ello, se podria utilizar el “coctel CEIBA” propuesto
en el Estudio I, que ademéas de medir la capacidad metabdlica de CYP2D6, permitiria evaluar
simultdneamente la de oftras enzimas CYPs relevantes en el metabolismo de farmacos.
Adicionalmente, se podria comprobar si los resultados del Estudio Il se replican en poblaciones
con diferente origen étnico, es decir, se podria evaluar en qué medida el polimorfismo CYP2D6 -
1584C>G influye en la capacidad metabdlica de CYP2D6 en poblaciones con un componente
ancestral mayoritario amerindio, caucasico europeo o africano. Ademas, deberia también
estudiarse la influencia de otros factores en la capacidad hidroxiladora de CYP2D6, como
epigenéticos y/o ambientales, puesto que se ha comprobado que también influyen en la

capacidad metabolica enzimatica 56237,

Los Estudios I, Il, IV, V, VI'y VIl de la presente Tesis Doctoral, que como se ha mostrado estan
ampliamente interrelacionados, se enmarcan dentro de los estudios de la Red Iberoamericana de
Farmacogenética y Farmacogenomica (RIBEF) 23, Esta Red promueve la docencia,
investigacion e implementacion de la PGx en humanos en la asistencia clinica, centrandose en
los paises latinoamericanos y de la peninsula ibérica. Uno de los principales proyectos de esta
red, el proyecto CEIBA, pretende estudiar la variabilidad de las enzimas CYP mas importantes
implicadas en el metabolismo de farmacos, como CYP2D6, en diferentes poblaciones
Iberoamericanas. De ahi que los estudios presentados en esta Tesis Doctoral marquen el
comienzo de una serie de trabajos para estudiar en profundidad la variabilidad de enzimas CYPs

en las poblaciones de Iberoamérica, tal y como se ha expuesto en el proyecto MESTIFAR.

Toda la variabilidad del metabolismo incrementado CYP2D6 que se ha mostrado en los estudios
del Blogque 2, junto con la evaluacion fenotipica de CYP2D6 del Bloque 1 de estudios, cobra
importancia a partir del conocimiento de que el fenotipo UM de CYP2D6 influye en las
concentraciones plasmaticas de varios farmacos sustratos de esta enzima, como fluoxetina 9,
tramadol 2%, venlafaxina 240, morfina 127 y mirtazapina 24!, y consecuentemente en la respuesta
terapéutica. De hecho, la importancia es tal que incluso la FDA y la EMA han lanzado alertas que
restringen el uso de codeina, sustrato de CYP2D6, entre los UMs de CYP2D6 22123, Ademas,
los estudios incluidos en el Bloque 3 de esta Tesis Doctoral han pretendido estudiar el impacto
clinico del UM CYP2D6 en la vulnerabilidad a la sintomatologia de TCAs y su relaciéon con

113



V. Discusion

suicidio y con el abandono del tratamiento antidepresivo, con resultados interesantes.

Los datos obtenidos parecen mostrar que el metabolismo incrementado de CYP2D6 podria influir
en la vulnerabilidad a desarrollar sintomas relacionados con la bulimia nerviosa en voluntarias
sanas (Estudio VIII), lo que tendria que ver con la implicacién de CYP2D6 en el metabolismo
enddgeno de sustratos como la serotonina 22-24, Asi, los resultados del Estudio VIII apoyarian
datos anteriores que muestran que la frecuencia de genes activos CYP2D6 multiplicados es

mayor entre los pacientes con TCAs frente a controles sanos %4,

Pero ademas, en pacientes con bulimia nerviosa purgativa, el gUM de CYP2D6 podria influir en
el riesgo de cometer una tentativa suicida (Estudio IX). En este caso se podria plantear, ademas
de la hipotesis de la influencia de CYP2D6 en el metabolismo endégeno propuesta
anteriormente, la idea de que el intento suicida se deba a un fallo en la respuesta al tratamiento
recibido por estas pacientes. Puesto que las pacientes con sintomas bulimicos suelen tratarse
con el sustrato CYP2D6 fluoxetina 1%, y con este farmaco fueron tratadas las pacientes del
Estudio IX, la idea del fallo en el tratamiento cobra sentido y fuerza. Ademas, los resultados que
se obtuvieron en el Estudio X parecen apoyar esta hipotesis. En este caso se comprob6 que los
pacientes gUMs de CYP2D6 con depresion mayor tratados en monoterapia con sustratos de
CYP2D6 (fluoxetina o amitriptilina) abandonaron el tratamiento antidepresivo en las cuatro
primeras semanas de seguimiento, posiblemente debido a un fallo terapéutico. Adicionalmente,
cabe destacar que ningun gPM de CYP2D6 abandond el tratamiento durante las 12 semanas de
seguimiento de estos pacientes, y se podria pensar que es por una buena respuesta terapéutica
al farmaco antidepresivo, y que ningun individuo gPM del Estudio IX intent6 suicidarse, lo que
estd en consonancia con este resultado. Sin embargo, en estos estudios no se analizaron las
concentraciones de farmaco o metabolito, ni tampoco se control6 la dosis administrada ni la
respuesta al tratamiento antidepresivo. Por ello, deben ser realizados mas estudios que
controlen estas variables a fin de comprobar los resultados que se han expuesto en los estudios
del Bloque 3 de la presente Tesis Doctoral. Ademas, estos estudios deberian llevarse a cabo en
poblaciones con diferente origen étnico (en los Estudios VIII, IX 'y X se evaluan poblaciones
Mestizas de Cuba y México). Por otro lado, pero en consonancia con lo expuesto anteriormente,
se ha encontrado recientemente una relacion entre la alta capacidad metabdlica combinada de
CYP2D6 y de CYP2C19 y la severidad del intento suicida en una poblacion de Francia que habia
intentado suicidarse 8. Asi, el estudio de la capacidad metabdlica de otras enzimas CYP, como
CYP2C19 (enzima que también esta implicada en el metabolismo de algunos antidepresivos

133.242-244 que se expresa en el cerebro fetal humano 245y que podria influir en el desarrollo del
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mismo 246) deberia tenerse en cuenta a la hora de estudiar la relacion CYP2D6 (y potencialmente

otros CYPs) y suicido.

Los resultados que se han obtenido en el Bloque 3 de estudios, junto con los reportados en los
Bloques 1 y 2, podrian ser relevantes para la implementacién de estrategias terapéuticas
concretas enfocadas a poblaciones con diferente origen étnico, sin olvidar que son necesarios

mas estudios en estas y otras poblaciones a fin de corroborar los resultados aqui presentados.
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1. CONCLUSION GENERAL

Los resultados de la presente Tesis Doctoral demuestran la implicacién clinica del metabolismo
ultrarrapido de CYP2D6 en la vulnerabilidad a desarrollar sintomas relacionados con trastornos
del comportamiento alimentario, en el riesgo de suicidio en pacientes con bulimia nerviosa
purgativa y en el abandono del tratamiento antidepresivo. Se demuestra, ademas, la variabilidad
interétnica de estos metabolizadores ultrarrapidos, describiéndose en una alta frecuencia en
algunas poblaciones iberoamericanas, principalmente de origen judio y algunas amerindias. Por
todo ello se proponen distintas metodologias para su evaluacion tanto en voluntarios sanos como
en pacientes en tratamiento. En resumen el metabolismo ultrarrapido de CYP2D6 se asocia a
factores de riesgo de enfermedad mental y del fallo al tratamiento antidepresivo y es muy
frecuente en algunas poblaciones, por lo que parece justificada la necesidad de implantar su
evaluacién en la clinica, y, por ello, se proponen metodologias para su uso en diferentes

situaciones.

2. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

BLOQUE 1. FENOTIPO METABOLICO
Estudio I. Céctel de fenotipacion

[.1. Se ha disefiado un céctel de fenotipacion capaz de medir la capacidad metabdlica de las
enzimas principales para el metabolismo de farmacos (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y
CYP3A4).

Estudio Il. CYP2D6 -1584C>G

[1.1. La presencia del polimorfismo CYP2D6 -1584G se ha relacionado con un aumento de la
capacidad metabdlica de CYP2D6, por lo que podria ser importante su inclusion en estudios de

farmacogenética.
Estudio lll. MR ARI/DARI

[I.1. El método de HPLC con deteccion UV desarrollado fue preciso, exacto, reproducible y
adecuado para medir las concentraciones de aripiprazol y dehidroaripiprazol en muestras de

plasma humano.
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[I.2. En pacientes en tratamiento con inhibidores CYP2D6 y un gen activo CYP2D6 el MR
ARI/DARI es mayor, lo que sugiere que este indice metabolico puede ser de utilidad para medir

la capacidad hidroxiladora de CYP2D6 en situaciones de interacciones farmacologicas.

BLOQUE 2. VARIABILIDAD INTERETNICA
Estudio IV. México

IV.1. El fenotipo metabolizador ultrarrapido de CYP2D6 tiende a ser mas abundante en los
grupos amerindios de México estudiados que en los mestizos, con una frecuencia mayor en el

grupo nativo americano Huichol.
Estudio V. Espaiia

V.1. La frecuencia de metabolizadores ultrarrapidos de CYP2D6 en la poblacién espafiola

estudiada fue de 5.3%, menor que la publicada previamente.
Estudio VI. Portugal

VI.1. La frecuencia de metabolizadores ultrarrapidos de CYP2D6 en la poblaciéon portuguesa
estudiada fue de 4.7%.

Estudio VII. Iberoamérica

VII.1. Existe variabilidad interétnica en las frecuencias de metabolizadores ultrarrapidos de
CYP2D6 en las poblaciones iberoamericanas estudiadas, con una frecuencia hasta dos veces
mayor en los judios Ashkenazi (11.6%) que en las poblaciones con otros origenes étnicos.

BLOQUE 3. IMPLICACIONES CLINICAS EN SALUD MENTAL
Estudio VIIl. Riesgo TCAs

VIII.1. El fenotipo metabolizador ultrarrdpido de CYP2D6 se ha asociado con el riesgo a

desarrollar sintomas relacionados con TCAs en la poblacién de Cuba estudiada.
Estudio IX. Suicidio TCAs

IX.2. Los metabolizadores ultrarrapidos de CYP2D6 fueron mas frecuentes en aquellos pacientes

diagnosticados con bulimia nerviosa purgativa y con historia de tentativa suicida que en el resto.

Estudio X. Discontinuacion antidepresivos
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X.1. Los metabolizadores ultrarrapidos de CYP2D6 tienen mas riesgo de abandonar el

tratamiento en monoterapia con fluoxetina o amitriptilina que el resto de individuos.
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Tabla Xlllb. Descripcion de las frecuencias de los genotipos CYP2D6 obtenidos en una muestra
de 805 voluntarios sanos de Espafia.
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Tabla XIV. Descripcion de las frecuencias de alelos CYP2D6 estudiados en una poblacion de

300 voluntarios sanos de Portugal.

Tabla XV. Descripcion de las frecuencias alélicas CYP2D6 en poblaciones de voluntarios sanos
nativas americanas (amerindias), caucasicas, africanas, de judios y de origen étnico no definido

(mestiza) de Iberoamérica.

Tabla XVI. Descripcion de las frecuencias de los diferentes fenotipos metabdlicos estimados a
partir de los datos de genotipo CYP2D6 en poblaciones de voluntarios sanos nativas americanas
(amerindias), caucasicas, africanas, de judios Ashkenazi y de origen étnico no definido (mestiza)

de Iberoamérica.

Tabla XVII. Frecuencia de mujeres sanas de Cuba clasificadas de acuerdo al fenotipo
metabolico de debrisoquina (MR>12.6 = mPMs; MR<12.6 y MR=0.1 = mEMs; MR<0.1 = mUMs)
y a las puntuaciones en “EDI-bulimia” de riesgo (25) frente a no riesgo.

Tabla XVIII. Frecuencia de mujeres sanas de Cuba clasificadas de acuerdo al numero de alelos
activos CYP2D6 y a las puntuaciones en “EDI-bulimia” de riesgo (25) frente a no riesgo.

Tabla XIX. Alelos activos CYP2D6 e historia de intentos suicidas en una poblacién de pacientes
con TCAs (n = 204) y una subpoblacidn de esta con diagndstico de bulimia nerviosa purgativa (n
= 80).

Tabla XX. Tasas de discontinuacion del tratamiento antidepresivo monoterapéutico de fluoxetina
o amitriptilina con respecto a diferentes fenotipos metabdlicos y puntuaciones de actividad del
genotipo CYP2D6.

Tabla XXI. Cécteles de fenotipacion propuestos, incluyendo el coctel CEIBA, para medir la

capacidad hidroxiladora de diferentes enzimas CYP.

Tabla XXII. Frecuencia de genes CYP2D6 multiplicados y de gUMs CYP2D6 en las poblaciones

europeas de voluntarios sanos con un numero de individuos estudiados mayor o igual a 100.
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2. INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion bimodal del indice metabdlico de debrisoquina/4hidroxidebrisoquina (l0g1o)
en una poblaciéon de 925 voluntarios sanos espafioles 49. La flecha ascendente muestra la
antimoda que separa los mPMs de los mEMs en esta poblacién. Las lineas punteadas verticales
separan los mPMs y los mUMs. Imagen tomada de 2'.

Figura 2. Frecuencia de las principales variantes alélicas de CYP2D6 en diferentes regiones
geograficas. n = n° de individuos estudiados (Adaptada de la publicacidn A7.2).

Figura 3. Frecuencia de las principales variantes alélicas de CYP2D6 en diferentes grupos

étnicos.

Figura 4. Influencia del polimorfismo CYP2D6 -1584C>G en los indices metabdlicos de
debrisoquina en los 320 voluntarios sanos estudiados. Los diferentes genotipos se han
codificado de acuerdo al nimero de genes CYP2D6 activos: 0 (portadores de dos alelos sin
actividad CYP2D6*3, *4, *5 o *6), 1 (portadores de un alelos activo y uno no activo), 2
(portadores de dos alelos activos CYP2D6*1, *2, *10 o0 *17)) y >2 (portadores de mas de dos
genes CYP2D6 activos). La tendencia entre todos los grupos fue estadisticamente significativa (p
< 0.0001; analisis Kruskal-Wallis del test de la varianza). Los diagramas de caja muestran la
mediana (lineas negras), los rangos intercuartiles (cajas grises) y los valores atipicos (valores
mayores al percentil 99 basandose en el diagrama de cajas de Tukey; puntos negros). n = n° de

individuos. MR = indice metabdlico. mUMs = metabolizadores ultrarrapidos. mEMs
metabolizadores rapidos. mPMs = metabolizadores lentos.

Figura 5. Cromatogramas obtenidos de una muestra de plasma blanco humano (A), una muestra
de plasma blanco humano enriquecida con 14.6 p/mL de prometazina, 200 ng/mL de aripiprazol
y 200 ng/mL de dehidroaripiprazol (B) y una muestra de plasma extraida de un paciente que
recibia 10 mg/dia de aripiprazol (C). Picos: prometazina (1), aripiprazol (2) y dehidroaripiprazol

(3)-
Figura 6. Concentraciones plasmaticas en ng/mL de aripiprazol (A) y dehidroaripiprazol (B) en

los 22 pacientes tratados con diferentes dosis de aripiprazol.

Figura 7. MR de aripirazol/dehidroaripiprazol en un panel de pacientes tratados con aripirazol.
Los pacientes fueron estratificados segun el numero de genes activos CYP2D6 y el tratamiento

concomitante con inhibidores CYP2D6.
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3. INDICE DE ABREVIATURAS

EMA: Agencia Europea del Medicamento

PGx: Farmacogenética

DNA: Acido desoxirribonucléico

mRNA: Acido ribonucléico mensajero

CYP: Citocromo P450

TDM: Monitorizacion terapéutica de farmacos

PM: Metabolizador lento

EM: Metabolizador rapido

IM: Metabolizador intermedio

UM: Metabolizador ultrarrapido

SNP: Polimorfismo de base Unica

DBQ: Debrisoquina

4-OHDBAQ : 4-hidroxidebrisoquina

mPM: Metabolizador lento medido a partir de la administracion de un farmaco test
mEM: Metabolizador rapido medido a partir de la administracion de un farmaco test
mUM: Metabolizador ultrarrapido medido a partir de la administracion de un farmaco test
gPM: Metabolizador lento estimado a partir de los datos del genotipo CYP2D6

gEM: Metabolizador répido estimado a partir de los datos del genotipo CYP2D6
gUM: Metabolizador ultrarrapido estimado a partir de los datos del genotipo CYP2D6
MR: indice metabélico

DXT: Dextrometorfano

SPT: Esparteina

mlIM: Metabolizador intermedio medido a partir de la administracion de un farmaco test
FEG: Fenotipo extrapolado del genotipo

glM: Metabolizador intermedio estimado a partir de los datos del genotipo CYP2D6
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Val: Valina

Met: Metionina

Arg: Arginina

Cys: Cisteina

Ser: Serina

Thr: Treonina

FDA: Agencia Americana de Alimentos y Medicamentos
TCAs: Trastornos del comportamiento alimentario

KSP: Escala de personalidad del Karolinska

ARI: Aripiprazol

DARI: Dehidroaripiprazol

XL-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa extra larga
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

dNTPs: Deoxinucledtidos trifosfato

PCR-RT: Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real
CNV: Variacion del numero de copias

IS: Estandar interno

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

EDI: Inventario de los trastornos del comportamiento alimentario
AIM: Marcador informativo de ancestria

RIBEF: Red Iberoamericana de farmacogenética y Farmacogendmica
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