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RESUMEN

1. INTRODUCCION

La conducta suicida es un problema importante de salud publica en todos los paises y
comunidades del mundo. Hoy en dia es una de las principales causas de muerte, particularmente
entre jovenes. En 2012 represento el 8,5% de las muertes entre jovenes de 15 a 29 afios de edad,
convirtiéndose en la segunda causa de muerte después de los accidentes de trafico (OMS, 2014).
La tasa mundial de intentos de suicidio autonotificados en este mismo periodo fue de
aproximadamente 4 por cada 1.000 adultos. Se estima que por cada adulto que se suicidd,
probablemente méas de otros 20 cometieron al menos un intento de suicidio (OMS, 2014). Las
personas que realizan tentativas suicidas altamente planificadas, denominadas tentativas
severas, 0 aquellas que utilizan métodos violentos representan una subpoblacion de gran interés
al presentar mayor riesgo de muerte por suicidio. Este subgrupo de individuos parece
representar un fenotipo clinico mas homogéneo diferenciado del de tentativa suicida global que
es mas heterogéneo al incluir todo tipo de sujetos con un intento de suicidio. Sin embargo, no es
facil identificar las personas que cometeran una tentativa severa o violenta para poder
prevenirla. Entre los marcadores que pueden ayudar a identificar a este tipo de pacientes con
probabilidad de acometer una tentativa suicida severa con el fin de prevenirla se encuentran los
marcadores farmacogenéticos. De acuerdo a la literatura existente, el suicidio completo
(Zackrisson et al., 2010), la historia personal de intentos de suicidio (Pefias-Lledé et al., 2011),
el riesgo de suicidio (Stingl & Viviani, 2011) y la tentativa suicida severa (Pefias-Lledé et al.,
2012b) son mas frecuentes entre individuos con actividad enziméatica CYP2D6 alta. Ademas,
también se ha observado una mayor frecuencia del alelo T en las posiciones 1236, 2677 y 3435
de ABCBL1 en una poblacién forense de suicidio consumado realizado a través de métodos

violentos en comparacion con las muertes no suicidas (Boiso Moreno et al., 2013).

La mayoria de los farmacos utilizados para prevenir la conducta suicida (antidepresivos,
antipsicoticos, benzodiacepinas, etc.) son metabolizados principalmente por las enzimas
CYP2D6 y CYP2C19, las cuales también participan en el metabolismo de sustratos end6genos
(LLerena et al., 2009; Pefias-Lledd & LLerena, 2014; Persson et al., 2014; Sim et al., 2013;
Stingl et al., 2013). Esto indica que dichas enzimas metabolizan sustratos con efecto sobre el
Sistema Nervioso Central (SNC). El polimorfismo genético CYP2D6 y CYP2C19 podria
conducir a una variabilidad en los niveles plasmaticos del farmaco y, como consecuencia, en la
respuesta al tratamiento y/o a niveles alterados de sus sustratos endégenos que podrian originar
cambios en el comportamiento de una persona. Asimismo, la glicoproteina P (P-gp) desempefia
un papel importante en la farmacocinética y farmacodindmica de los farmacos administrados
por via oral. Ademas actia como una bomba de eflujo en la barrera hematoencefélica
transportando sustratos exdgenos (Leschziner et al., 2007) y enddgenos (Hodges et al., 2011)

con efecto sobre el SNC.
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Por tanto, el polimorfismo genético ABCB1 podria estar también relacionado con la
susceptibilidad a enfermedades psiquiatricas o podria agravar el grado de la enfermedad mental
subyacente que pretende ser tratada. Consecuentemente podria actuar un como factor de

predisposicion y/o precipitar a la conducta suicida.

2. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente Tesis doctoral fueron analizar en supervivientes de una tentativa de
suicidio: a) el efecto de la capacidad metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19 en la severidad
del intento suicida y b) el efecto del haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT de ABCBL1 en el

empleo de un método violento en el intento suicida.

3. MATERIAL Y METODOS

Los estudios de la presente Tesis doctoral han sido realizados en una poblacién de individuos
franceses que han sobrevivido al intento de suicidio. Se han analizado para el objetivo a) las
variantes alélicas CYP2D6*3, *4,*4xN, *6, wtxN y CYP2C19*2, *17 relacionadas con una
actividad enzimatica CYP2D6-CYP2C19 nula o incrementada (n=587; edad media 37,5+12,2
afios, rango 18-74 afios) y para el objetivo b) los SNPsC1236T, G2677T/A y C3435T del gen
ABCB1 (n=578; edad media 37,2+12,1 afios, rango 18-74 afios). Las caracteristicas de la
tentativa suicida fueron evaluadas a través de la puntuacion global obtenida en la sub-escala
“circunstancias objetivables” de la Escala SIS (Beck, Schuyler, & Herman, 1974). Un intento de
suicidio fue considerado severo cuando la puntuacion obtenida en la sub-escala estuvo por
encima del percentil 75. Ademas, se considerd un método violento cuando el individuo empled

el ahorcamiento, la estrangulacion, el uso de armas de fuego, etc. (Asberg et al., 1976).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se observ6 una mayor frecuencia de individuos con tentativa suicida severa entre los portadores
de una capacidad metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19 incrementada y menor entre
aquellos con una capacidad metabdlica combinada reducida. Esta relacion parece ser

especialmente relevante entre agquellos sujetos sin antecedentes familiares de suicidio.

Por otro lado, la utilizacion de un método violento fue mas frecuente entre los individuos
portadores del haplotipo ABCB1 1236TT-2677TT-3435TT. Esta relacion parece ser

especialmente relevante entre aquellos sujetos sin historia personal previa de tentativa suicida.
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Estos resultados son consistentes con los datos publicados previamente (Zackrisson et al., 2010;
Pefias-Lledo et al., 2011; Stingl & Viviani, 2011;Pefias-Lledd et al., 2012b; Boiso Moreno et al.,
2013). Por tanto, esta informacion farmacogenética podria ser utilizada para identificar
individuos con mayor riesgo de muerte por suicidio, permitiendo establecer estrategias

preventivas que ahorren sufrimiento a los pacientes y familiares, y costes a la sociedad.

5. CONCLUSION

La tentativa suicida severa fue méas frecuente entre individuos con una capacidad metabdlica
combinada CYP2D6-CYP2C19 incrementada. Esta relacion parece ser especialmente relevante

entre aquellos sujetos sin antecedentes familiares de suicidio.

La utilizacion de un método violento fue méas frecuente entre los individuos portadores del
haplotipo ABCB1 1236TT-2677TT-3435TT. Esta relacion parece ser especialmente relevante

entre aquellos sujetos sin historia personal previa de tentativa suicida.
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1. INTRODUCTION

Suicidal behavior is a major health problem in all countries and communities of the world.
Currently, it is a major cause of death, particularly among young people. In 2012 it accounted
for 8,5% of deaths among people aged 15 to 29 years, becoming the second cause of death after
traffic accidents (WHO, 2014). The global rate of self-reported suicide attempts in the same
period was about 4 per 1,000 adults. It is estimated that for every adult who committed suicide,
probably more than other 20 made at least one suicide attempt (WHO, 2014). People with
severe attempts or individuals who use violent methods represent a subpopulation of interest
because they present a high risk of death by suicide. This subgroup of individuals seems also to
represent a more homogenous clinical phenotype than the global and heterogeneous one of
suicide attempt. However, this subgroup might be also difficult to identify in order to prevent
such severe or violent suicide attempt. Among the markers that may be helpful to identify the
individuals who are likely to perform these severe attempts at high risk of death with the aim to
improve prevention strategies are pharmacogenetic markers. According to the literature,
completed suicide (Zackrisson et al., 2010), lifetime history of suicide behavior (Pefias-Lledo et
al., 2011), high risk of suicide (Stingl & Viviani, 2011) and performance of a severe suicide
attempt (Pefias-Lledo et al., 2012b) are reported to be more common among individuals with
high CYP2D6 activity. Moreover, completed suicide using violent means was recently found to
be more likely among T allele carriers in the three most common ABCB1 SNPs (Boiso Moreno
et al., 2013).

Most drugs used to prevent suicidal behavior (antidepressants, antipsychotics, benzodiazepines,
etc.) are primarily metabolised by CYP2D6 and CYP2C19, which are also involved in the
metabolism of endogenous substrates (LLerena et al., 2009; Pefas-Lled6 & LLerena, 2014;
Persson et al., 2014; Sim et al., 2013; Stingl et al., 2013.). This indicates that these enzymes
metabolize substrates with effect on the central nervous system (CNS). The CYP2D6 and
CYP2C19 polymorphisms could lead to variability in drug plasma levels and, therefore, in
response to treatment. These polymorphisms could also lead to altered levels of their
endogenous substrates and in turn to changes in human behavior. Also, P-glycoprotein (P-gp)
plays an important role in the pharmacokinetics and pharmacodynamics of orally administered
drugs. It also acts as an efflux pump on the blood brain barrier. The P-gp transports exogenous
substrates (Leschziner et al., 2007) and endogenous (Hodges et al., 2011) with effect on the
CNS. Therefore, ABCB1 polymorphism may be also associated with susceptibility to or
maintenance of psychiatric disorders, which may act predisposing or precipitating a suicidal

behavior.
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2. OBJETIVES

The objectives of this thesis were to analyze in surviving a suicide attempt: a) the effect of the
combined metabolic capacity CYP2D6-CYP2C19 on the severity of the suicide attempt and b)
the effect of ABCB1 haplotype 1236TT-2677TT-3435TT in the use of a violent suicide attempt.

3. MATERIAL AND METHODS

The studies of this doctoral thesis have been conducted in a population of French individuals
who are survivors of a suicide attempt. The following alleles were analyzed for the objective a)
CYP2D6*3, *4, *4XN, *6, wtxN and CYP2C19*2, *17 alleles (n = 587; mean age 37,5 + 12,2
years, range 18- 74 years); and for objective b) SNPs C1236T, G2677T/A and C3435T of the
ABCB1 gene (n = 578; mean age 37,2 £ 12,1 years, range 18-74 years). The characteristics of
the suicide attempt were evaluated with the subscale "objective circumstances” of the SIS scale
(Beck et al., 1974). A suicide attempt was considered severe when the score on the subscales
was above the 75th percentile. In addition, a violent method was considered when the individual

used the hanging, strangulation, use of firearms, etc. (Asberg et al., 1976).
4. RESULTS AND DISCUSSION

A higher frequency of individuals with severe suicide attempt was observed among carriers of a
combined high CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity. A lower frequency was observed
among individuals with a combined low metabolic capacity. This relationship seems to be

partially explained by those subjects with no family history of suicide.

The use of violent methods was more common among individuals carrying the ABCB1
haplotype 1236TT-2677TT-3435TT. This relationship seems to be partially explained among

those subjects with no personal history of previous suicide attempts.

These results are consistent with previously published data (Zackrisson et al., 2010; Pefias-
Lledo et al., 2011; Stingl & Viviani., 2011; Pefias-Lledo et al., 2012b; Boiso Moreno et al.,
2013). This pharmacogenetics information could be used to identify individuals at high risk of
death by suicide as well as to establish preventive strategies that save suffering to patients and

families and costs to society.
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5. CONCLUSION

A high combined CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity increases the risk of committing
severe suicide attempts. This relationship appears to be especially relevant among subjects with

no family history of suicide.

The use of a violent attempt suicide method is more frequent among carriers of ABCB1
haplotype 1236TT-2677TT-3435TT. This relationship appears to be especially relevant among

subjects with no personal history of previous suicide attempt.

\
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1. FARMACOGENETICA DE LA TENTATIVA SUICIDA.
1.1. Tentativa de suicidio: epidemiologia y tratamiento farmacologico.

Se entiende por “intento de suicidio” todo comportamiento suicida que no causa la muerte, y se
refiere a intoxicacion autoinfligida, lesiones o autoagresiones intencionales que pueden o no
tener una intencion o resultado mortal (OMS, 2014). Por tanto, el término “intento de suicidio”
abarca una amplia gama de conductas autolesivas: desde aquellas con un alto riesgo de
letalidad, como las tentativas realizadas con métodos violentos y/o planificadas con el objetivo
de un desenlace mortal, hasta otras de baja letalidad como las tentativas suicidas que implican

un bajo riesgo de dafio fisico.

La tasa mundial de suicidio en el afio 2012 fue de 15,4 por cada 100.000 adultos,
aproximadamente murieron por suicidio unas 800.000 personas en todo el mundo (OMS, 2014).
Del total de defunciones a nivel mundial, el suicidio represento la 152 causa principal de muerte.
La proporcion de muertes por suicidio varia enormemente segun la edad. A nivel mundial, entre
los jovenes de 15 a 29 afios de edad el suicidio causé el 8,5% de las muertes y se clasificd como
la segunda causa principal de muerte después de los accidentes de trafico (OMS, 2014). La
prevalencia mundial registrada de “intentos de suicidio” en el mismo periodo, en paoblacidn
adulta fue de aproximadamente 400 por cada 100.000. Estos datos indicarian que por cada
adulto que se suicid6 probablemente mas de otros 20 cometieran uno 0 mas intentos de suicidio
(OMS, 2014). Consecuentemente, desde el punto de vista socio-econémico los intentos de
suicidio constituyen una gran carga para la sociedad debido a la utilizacion de los servicios de
salud para tratar las lesiones, al impacto psicoldgico y social del comportamiento suicida en el
individuo y en su entorno y, ocasionalmente, a una discapacidad a largo plazo debida a la lesidn
producida (OMS, 2014).

Un intento previo de suicidio es el factor de riesgo mas importante de suicidio en la poblacién
general, quienes hayan intentado suicidarse presentan mayor riesgo de suicidio consumado que
quienes no lo hayan intentado antes (OMS, 2014). También las personas que realizan tentativas
suicidas altamente planificadas o aquellas que utilizan métodos violentos presentan mayor
riesgo de morir por suicidio (Runeson et al., 2010). Identificar a estas personas de alto riesgo y
proporcionarles seguimiento y apoyo debe ser un componente clave de todas las estrategias

integrales de prevencion del suicidio (OMS, 2014).



I. INTRODUCCION

Con frecuencia, para prevenir la conducta suicida se emplean farmacos antidepresivos, litio,
anticonvulsivantes, benzodiacepinas y antipsicoticos, abordando asi la patologia subyacente y
los sintomas (ansiedad, insomnio, impulsividad, etc.) que pueden actuar como factores de riesgo
adicional (SNS, 2010). Sin embargo, una variabilidad en la respuesta a estos farmacos puede
hacer que el proposito para el que se indican no se alcance, con lo que se agravaria el grado de
la enfermedad mental subyacente que pretende ser tratada, aumentando asi la desesperanza y

guiando al individuo hacia la conducta suicida.
1.2. Factores farmacogenéticos potencialmente implicados en la tentativa suicida.

Los factores bioldgicos, psicoldgicos, sociales, culturales y medioambientales pueden predecir
en mayor o menor medida el comportamiento suicida de una persona. Sin embargo, las personas
que realizan tentativas severas o aquellas que utilizan métodos violentos con el objetivo de un
desenlace letal representan una subpoblacion diferenciada del conjunto global y heterogéneo de
sujetos con intentos de suicidio dificil de identificar y prevenir. Son por tanto estos individuos

los que presentan un riesgo mayor de suicidio consumado.

La prevencion, es sin duda, una de las estrategias sanitarias determinantes a largo plazo para
intentar disminuir la prevalencia del suicidio y las tentativas (SNS, 2010). Teniendo en cuenta
que el tratamiento farmacolégico se encuentra entre las estrategias de prevencion del suicidio,
prevenir fallos de la terapéutica farmacoldgica o disminuir las reacciones adversas contribuiria
sin duda a la mejora de la eficacia del efecto farmacoldgico y por ende de las estrategias de
prevencion del suicidio y las tentativas suicidas. Identificar la variabilidad farmacogenética en
la respuesta al tratamiento es una de las estrategias de las que se dispone para intentar mejorar la
eficacia de los tratamientos disponibles. En este sentido la identificaciébn de marcadores
farmacogenéticos capaces de reconocer fenotipos de tentativa suicida con mayor riesgo de
suicidio podria ser de extrema utilidad para aumentar la eficacia de los planes de prevencion del
suicidio. Desde esta perspectiva, son varios los estudios que pueden encontrarse en la literatura
y diversas las variantes genéticas propuestas como predictores del comportamiento suicida. Los
polimorfismos genéticos descritos se relacionan principalmente con funciones cerebrales y con
el transporte y metabolismo de sustancias enddgenas asociadas con la conducta y/o farmacos
psicoanalépticos utilizados en su tratamiento (Abbar et al., 2001; Boiso Moreno et al., 2013;
Galfalvy et al., 2009; Giegling et al., 2006; Lemonde et al., 2003; Li & He, 2007; Lopez de Lara
et al., 2007; Mann et al., 1997; Nielsen et al., 1998; Pefias-Lled6 et al., 2011; Pefas-Lledo et al.,
2012b; Saiz et al., 2011; Souery et al., 2001; Zackrisson et al., 2010; Zhou et al., 2005).
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Si las terapias farmacoldgicas que estan frecuentemente asociadas con grandes diferencias inter
e intra-individuales en la respuesta terapéutica se pudieran predecir, se podria seleccionar para
cada individuo el farmaco y la dosis adecuada y, consecuentemente, aumentar la eficacia del
tratamiento para el suicidio y las estrategias preventivas. De esta forma, se mejoraria
notablemente el prondstico a largo plazo de los pacientes, se disminuirian tiempo y costes en los

sistemas sanitarios y, lo que es mas importante, sufrimiento a los pacientes y sus familias.

Por otra parte los factores genéticos implicados en la variabilidad farmacol6gica, participan a su
vez en el metabolismo y transporte de endobidticos con potencial implicacion en psicopatologia

y por tanto de potencial relevancia como factor de riesgo en la conducta suicida.

A continuacion se revisan estos dos componentes que fundamentan los trabajos de la presente
Tesis Doctoral, la doble implicacion de los polimorfismos farmacogenéticos en el metabolismo
y transporte de farmacos y de endobidticos. Sobre esta base puede hipotetizarse su relacion
tanto con la variabilidad en la respuesta al tratamiento como en la vulnerabilidad a

psicopatologia.

1.2.1 Diferencias interindividuales en el transporte y metabolismo de farmacos.

En la préctica clinica diaria se observa con frecuencia que distintos pacientes tratados con la
misma dosis de un farmaco presentan variabilidad en la respuesta terapéutica y en la aparicion
de efectos adversos. Esta variabilidad puede ser debida a factores farmacocinéticos o
farmacodindmicos. ElI metabolismo es uno de los procesos farmacocinéticos determinantes en la
eliminacion de farmacos, de modo que diferencias individuales en el metabolismo pueden dar

lugar a una variabilidad en las concentraciones plasmaticas del farmaco y/o sus metabolitos.

Como se ha comentado anteriormente, para prevenir la conducta suicida se emplean con
frecuencia farmacos antidepresivos, litio, anticonvulsivantes, benzodiacepinas y antipsicoticos,
abordando asi la patologia subyacente y los sintomas (ansiedad, insomnio, impulsividad, etc.)
que pueden actuar como factores de riesgo adicional (SNS, 2010). Muchos de estos fArmacos,
como es el caso de los antidepresivos triciclicos (siglas en inglés, TCA —tricyclic
antidepressants-) e inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), algunas de las
benzodiacepinas y de los antipsicoticos frecuentemente utilizados en la practica clinica son
metabolizados, principalmente, por las enzimas CYP2D6 y CYP2C19. El polimorfismo
genético CYP2D6 y CYP2C19 juega un papel importante en la capacidad de hidroxilacion de las
enzimas que codifican y, por tanto, podria conducir a una variabilidad en los niveles plasmaticos
y, COMO consecuencia, en la respuesta al tratamiento con dichos farmacos (LLerena et al.,
2009).
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Sin embargo, el metabolismo de farmacos no puede por si solo dar cuenta de toda la
variabilidad en las concentraciones plasmaticas del farmaco y como consecuencia en la
respuesta al tratamiento farmacoldgico ya que otros procesos también son determinantes. Es el
caso de las proteinas transportadoras, que ayudan a las moléculas de farmacos a atravesar las
membranas bioldgicas y, por lo tanto, juegan un papel clave en los procesos de absorcion,
distribucién, metabolismo y excrecion de farmacos (Ingelman-Sundberg et al., 2007). El gen
ABCB1 es un gen polimorfico que codifica una proteina transportadora conocida como
glicoproteina P (siglas en inglés, P-gp). Se ha demostrado que la P-gp desempefia un papel
importante en el metabolismo de primer paso de los farmacos administrados por via oral ya que
limita su absorcion y distribucidn al transportarlos hacia el interior del intestino, colon e higado
(Hodges et al., 2011). Existen evidencias de variabilidad interindividual en la expresion y
funcion de la proteina P-gp como consecuencia del polimorfismo genético ABCB1 (Leschziner
et al.,, 2007). La presencia de polimorfismos ABCB1 podria, por tanto, influir en la
biodisponibilidad del farmaco utilizado para prevenir la conducta suicida y, como consecuencia,

podria igualmente influir en la respuesta al tratamiento.

1.2.2 Diferencias interindividuales en el transporte y metabolismo de sustancias enddgenas

asociadas con la conducta suicida.

La conducta suicida también pudiera se debida a la implicacién de estas enzimas (CYP2D6,
CYP2C19) en el metabolismo de sustratos endégenos que acttan sobre el Sistema Nervioso
Central (SNC). La presencia de niveles alterados de estos sustratos enddgenos como
consecuencia del polimorfismo CYP2D6 y/o CYP2C19 podrian originar cambios en el
comportamiento tal y como se ha demostrado en estudios que analizan de forma independiente
la influencia de cada una de estas enzimas en los rasgos de personalidad (Bertilsson et al., 1989;
Gan et al., 2004; Gonzalez et al., 2008; Kirchheiner et al., 2006; LLerena et al., 1993; LLerena

et al., 1989; Roberts et al., 2004), principalmente en poblacién sana.

Las observaciones iniciales en las poblaciones sueca (Bertilsson et al., 1989) y espafiola
(LLerena et al., 1989) fueron la base de la investigacion posteriormente desarrollada sobre la
implicaciéon del polimorfismo metabdlico CYP2D6 en la personalidad, en un estudio en
poblacidon espafiola (LLerena et al., 1993). Ademas en este Ultimo estudio se postula por primera
vez la implicacion de CYP2D6 en el metabolismo de endobidticos de potencial neuroactividad
(LLerena et al., 1993). Posteriormente, la relacion del polimorfismo CYP2D6 vy la personalidad

se replicd en la poblacién cubana (Gonzalez et al., 2008; Gonzalez-Martinez, 2008).
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A estos trabajos le continuaron otros en los que se explord la relacion con otros aspectos
neuropsicologicos (Pacheco-Puig, 2010), especificamente en la funcién neurocognitiva (Pefias-
Lledd et al., 2010; Pefias-Lledo et al., 2009). Sobre estas hipotesis se han realizado estudios para
analizar la implicacion de CYP2D6 en la vulnerabilidad a trastornos mentales (Blasco-
Fontecilla et al., 2013; Dahl et al., 1998; Josefsson et al., 2004; Llerena et al., 2007; Pefias-
Lledo et al., 2012a; Pefias-Lledo et al., 2012c¢).

Por otro lado, la P-gp actia como una bomba de eflujo en la barrera hematoencefélica
expulsando los sustratos de este tejido (Leschziner et al., 2007), por lo que se hipotetiza que la
P-gp podria asimismo estar relacionada con la susceptibilidad a enfermedades psiquiatricas o
podria agravar el grado de la enfermedad mental subyacente que pretende ser tratada (Fujii et
al., 2012; Lin et al., 2011).

En resumen, el polimorfismo genético CYP2D6, CYP2C19 y ABCBL1 origina cambios
funcionales en las proteinas que codifican (CYP2D6, CYP2C19 y P-gp, respectivamente). Esta
variabilidad funcional en los procesos de metabolismo y transporte de farmacos o de
compuestos enddgenos con efecto en el SNC podria estar asociada a la conducta suicida y, por
tanto, ser de relevancia para establecer programas de prevencion. Por tanto, en la presente Tesis
Doctoral se estudiara la relacién entre estos polimorfismos genéticos de relevancia
farmacogenética (genotipos CYP2D6, CYP2C19 y ABCB1) y la tentativa suicida.

2. POLIMORFISMO GENETICO CYP2D6
2.1 Bases moleculares.

El gen CYP2D6 forma parte de la familia CYP2, la cual estd compuesta por 13 subfamilias. La
subfamilia CYP2D, presenta un Unico gen, CYP2D6, y dos pseudogenes, CYP2D7P vy
CYP2D8P (Yasukochi & Satta, 2011). Como se observa en la Figura 1, el gen CYP2D6 se
encuentra situado en el brazo largo del cromosoma 22, en la posicién 13.1 (Gough et al., 1993)

y esta formado por 9 exones y 8 intrones (Zanger et al., 2004).
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Figura 1. Locus CYP2D en el cromosoma 22 y polimorfismos frecuentemente detectados en el gen
CYP2D6 [adaptada de Zhou (Zhou, 2009a)].

CYP2D6 es altamente polimorfico. No obstante, mas de 100 variantes alélicas han sido descritas
hasta el momento. Estas variantes son consecuencia de la combinacion de diferentes
polimorfismos, entre los que se incluyen las variaciones de un solo nucleétido (SNPs, de sus
siglas en inglés “Single Nucleotide Polymorphism”), las duplicaciones, inserciones, deleciones

y/o las conversiones génicas (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm, 2015).

Solo un reducido niumero de las variantes descritas han sido caracterizadas en cuanto a su
potencial para modular la capacidad metabolica de la enzima CYP2D6. Hay alelos relacionados
con una actividad enzimatica normal o con una actividad incrementada, otros alelos que
codifican variantes enzimaticas de actividad reducida (p. gj. alelos CYP2D6*9, *10, *17, *29 y
*41) y alelos relacionados con proteinas nulas, es decir, sin actividad (p. ej. alelos CYP2D6*3,
*4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, *15, *16, *18, *19, *20, *21, *38, *40, *42, *44, *56 y
*62) (Zhou, 2009a).

La frecuencia de los alelos CYP2D6 varia entre los distintos grupos étnicos y por distribucion
geografica seguin puede observarse en una reciente revision en la que se evaltan los estudios
realizados hasta la fecha en diversas poblaciones del mundo (LLerena et al., 2014). Por ejemplo,
una mayor frecuencia del alelo CYP2D6*4 puede observarse en poblacién caucasica vy, sin
embargo, su frecuencia es relativamente baja en poblaciones del este de Asia. Por el contrario,
el alelo CYP2D6*10 esta presente en asiaticos del este con una frecuencia muy superior a la del
resto de grupos étnicos, asi como el alelo CYP2D6*41 y la duplicacion/multiplicacién del gen

estan presentes en mayor proporcion en poblaciones de oriente medio.
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Ademas, se ha observado que la mayor frecuencia del alelo CYP2D6*17 se encuentra en negros

africanos y la del CYP2D6*29 en los afroamericanos.

La variabilidad poblacional descrita en la respuesta a psicofarmacos puede ser debida a estas

diferencias interétnicas en la frecuencia de los distintos alelos.

A continuacion se presentan a las variantes alélicas mas frecuentemente observadas en

caucasicos segun esta reciente revision (LLerena et al., 2014).

Tabla I. Variantes alélicas més frecuentes del gen CYP2D6 en poblaciones caucésicas (modificada de la
pagina web cypalleles, http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm, 2015).

Polimorfismo Cambio Efecto Actividad
enzimitica
Desplazamiento del
/ -
cYP2D6*3 1534 318 1033C 17077 18466 264004 20856 marco de lectura a partir Nula
100c del aminoacido 259
{ Sustitucion P34S.
CYP2D6*4 / Defecto de corte y Nula
-1584C 316 1023C  1707T 208805
T e empame del ARN
2D8P 1D7P .
CYP2D6'5 — A NNNN— Delecion del gen Nula
3 Desplazamiento del
CYP2D6'6 1540 310 1023C MoWIBd 16466 25405 2985 marco de lectura a partir Nula
1000 del aminoacido 118
CYP2D6*10 S840 315 10230 17077 18466 25404 29880 Sustitucién P345 Disminuida

0T

CYP2D6*41 Defecto de corte y Disminuida

-1584C 310G 1023C 1707T 1846G 25494 2088A empame del ARN
100¢C

2D8P 1D7P  2DG*X [2D6%) .
CYP2D6 wixN xN 555N - N genes activos Incrementada
N
2D8P 2D7P  1D6% [1D6%
CYP2D6*4xN xN -5 -J N genes no activos Nula
N-1

*P348S: sustitucion del aminoacido Prolina (P) por Serina (S) en la posicion 34.
2.2 Citocromo P450 CYP2D6.

El gen CYP2D6 codifica una enzima que recibe el mismo nombre, CYP2D6. Esta enzima, que
pertenece a la superfamilia de hemoproteinas del citocromo P450, se expresa principalmente en
el higado, aunque también ha sido descrita en menor cuantia en tejidos del intestino o el pulmoén
(Zanger et al., 2004).
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La enzima CYP2D6 también se expresa en las neuronas de numerosas areas del cerebro humano
(tdlamo, hipotadlamo, hipocampo, sustancia negra, cerebelo y varias capas de la corteza frontal),
aunque permanece sin respuesta la funcion principal que cumple en dichas areas (Ingelman-
Sundberg et al., 2014).

CYP2D6 es una de las enzimas mas importante y ampliamente investigada por su implicacion
en el metabolismo en fase | de una gran variedad de farmacos (Zanger et al., 2004). Se estima
que de todos los farmacos utilizados en la practica clinica, entre el 20-25% son metabolizados,
al menos, en parte, por CYP2D6 (Zanger et al., 2004). Entre los sustratos de esta enzima se
encuentran los farmacos mas utilizados en psiquiatria, neurologia y medicina de adiccion (por
ej., antidepresivos, antipsicoticos y opioides) (Ingelman-Sundberg, 2005; Zanger et al., 2004).
Algunos de estos farmacos son de relevancia para el tratamiento de enfermedades mentales
como la tentativa suicida. Entre ellos los antidepresivos TCA (amitriptilina, nortriptilina,
clomipramina, etc), los ISRS (fluoxetina, citalopram, etc) y los antipsiclticos clasicos
(haloperidol, tioridazina, etc) o los mas recientes (risperidona, etc.) (ver apartado 2.3.1
“Sustratos exdgenos”) (LLerena et al., 2014; Pefias-LLed6 & LLerena, 2014).

Es evidente que la variabilidad en la capacidad metabdlica de la enzima esta determinada por la
presencia de las diferentes variantes alélicas (Tabla 1) y puede relacionarse con diferencias en
niveles plasmaticos (Tabla Il) y, por tanto, con la respuesta clinica (LLerena et al., 2009). En
base a estas diferencias se han descrito dos fenotipos, denominados "fenotipos metabdlicos",
gue agrupan a los individuos en funcién de una menor o mayor capacidad hidroxiladora de la
enzima CYP2D6:

a) "Metabolizadores Lentos": portadores de variantes alélicas relacionadas con una capacidad
de hidroxilacion de la enzima nula (denominados cominmente como metabolizadores lentos,
por la traduccién del término en inglés "Poor Metabolizers", PMs). Podrian presentar niveles
plasmaticos del farmaco/sustrato elevados y, por tanto, mayor riesgo de padecer efectos
adversos tdxicos, requiriendo una disminucion de la dosis del farmaco. En caso de que el
farmaco administrado sea un pro-farmaco, podrian presentar niveles sub-terapéuticos y, por
tanto, falta de respuesta al tratamiento, requiriendo un aumento de la dosis del farmaco
(LLerena et al., 2014; Teh & Bertilsson, 2012).
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b) "Metabolizadores Ré&pidos y Ultrarrapidos™: en este grupo de individuos, conocidos
comUnmente como “rapidos” (traduccion del término inglés “extensive”; EMs) se incluyen
todos aquellos que no portan dos variantes alélicas nulas del gen. Contiene un grupo de
individuos con mas de dos alelos funcionalmente activos debido a la multiplicacion del gen
(comanmente conocidos como metabolizadores ultrarrdpidos o UMs) que podrian presentar
niveles plasmaticos del fArmaco sub-terapéuticos y, por tanto, falta de eficacia o fallo en la
respuesta al tratamiento, requiriendo un aumento de la dosis del farmaco. En caso de que el
farmaco administrado sea un pro-farmaco, estos individuos UMs podrian presentar niveles
elevados y, por tanto, mayor riesgo de padecer efectos adversos tdxicos, requiriendo una

disminucidn de la dosis del farmaco (LLerena et al., 2014; Teh & Bertilsson, 2012).

Tabla Il. Variabilidad en la respuesta farmacoldgica segin el polimorfismo genético CYP2D6
(modificada de Teh & Bertilsson, 2012).

Fenoti . .
Alelos CYP2D6 . po Farmaco Pro-farmaco

predicho

- A . Combinacién de alelos nofundonales M Riespo de Fallo T nii

g A  |cYPmérs =6 toxicidad o Tempenticn

= B

& c B . Hamocigoios o heterocigolos con alelos ™

D |de actividad reducica (CYP2D6+10, *17)
Tiempo Logro de efectos ferapéuficos

C. Combinacion de alelos de aclividad

D
f nomal (CYP2D6 wt, ¥2, #35) EM
A D. Homodgotos o beteroci gotos mn alelos Ricsgo d

funci onalesduplica dos(CYP2D6 wizN, UM Fallo Terapéntico o
Tiempo +2xN, +35xN) toxicddad

W

NP Pro-Farmaceo

También se ha demostrado que CYP2D6 participa en el metabolismo de sustratos enddgenos y
neurotoxinas (ver apartado 2.3.2 “sustratos enddgenos”) (Zanger et al., 2004). Por tanto, las
diferencias observadas en las concentraciones plasmaticas entre los fenotipos metabdlicos
también podria ser trasladable a los niveles de los diferentes sustratos endégenos de CYP2D6,
lo que podria explicar la relacion observada entre el polimorfismo genético de CYP2D6 y
ciertos rasgos de personalidad o la susceptibilidad a ciertas enfermedades psiquiatricas (Dorado
et al., 2007).
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2.3 Principales sustratos CYP2D6.

Independientemente de su procedencia (exdgenos o enddgenos), los sustratos CYP2D6 son
generalmente bases lipofilicas con un anillo aroméatico y un 4&tomo de nitrégeno que puede ser

protonado a pH fisiologico (Ingelman-Sundberg, 2005; Wang et al., 2009).

2.3.1 Sustratos exégenos (farmacos).

Aunque la enzima CYP2D6 constituye solamente el 2% del contenido hepatico, es la via
implicada en el metabolismo de méas de 48 farmacos diferentes. Como puede observarse en la
Tabla 11, se consideran sustratos CYP2D6 ciertos antidepresivos TCA e ISRS, varios de los
analgésicos/antitusivos o algunos de los antipsicéticos, B-bloqueantes y agentes antiarritmicos

mas utilizados en la préctica clinica (Ingelman-Sundberg, 2005; Zanger et al., 2004).

Tabla 1. Farmacos metabolizados por CYP2D6 (Ingelman-Sundberg, 2005; Spina & de Leon, 2015;
Zanger et al., 2004).

Agentes

Anti )
blogueantes B- ntidepresivos

- L P o Antidepresivos
Analgésicos/Antitusivos Antiarritmicos Antipsicoticos P

Otros Antidepresivos Antidiabéticos Antihipertensivos Antiemétcos Antihistaminicos Vasodilatadores

Antidemencia

P triciclicos ISRS
adrenérgicos
Codeina Aprindina Alprenolol Aripiprazol . Perfenazina Amitriptilina Citalopram
Dextrometorfano Encainida Atenolol Clorpromazina | Pimozida Clomipramina Escitalopram
Dihidrocodeina Flecainida Bufuralol Clozapina i Olanzapina Desipramina Fluoxetina
Etilmorfina Mexiletina Bunitrolol Flufenazina ! Risperidona Imipramina Fluvoxamina
Fenacetina N-propil ajmalina Bupranolol Fluperlapina ! Tioridazina Nortriptilina Paroxetina
Hidrocodona Procainamida Carvedilol Haloperidol | Zuclopentixol Maprotilina
Norcodeina Propafenona Metoprolol lloperidona i
Oxicodona Esparteina Propanolol '
Quinidina Timolol !
]
| Farmacos
|
Duloxetina Clorpropamida Debrisoquina Dolasetron | Metiamida Galantamina Cinarizina
Mianserina Fenformina Guanoxan Ondasetron ! Mequitazina Nicergolina Flunarizina
Minaprina Indoramina Tropisetron ! Prometazina
Mirtazapina |
Venlafaxina i

Farmacos para el tratamiento del TDAH
(trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad)

Inhibidores de la
MAO

Farmacos supresores del
apetito

Antagonistas de

Antiestrégenos .
calcio

Drogas recreativas

Metoxianfetamina
MDMA

Amiflamina
Brofaromina

Dexfenfluramina Tamoxifeno Perhexilina Atomoxetina

[ [
| |
| |
i i
i i
i i
i i
i i
i i
i i
| |
i i
| |
i i
| |
| |
I I
| |
| |
i i
| ]

2.3.2 Sustratos enddgenos.

A lo largo de los afios, se ha observado que la enzima CYP2D6 es la via implicada en el
metabolismo de diversos compuestos enddgenos, entre ellos neuroesteroides (progesterona y
testosterona), tiramina, endocannabinoides (por ej.: anandamida) y 5-metoxitriptamina (5-MT).
También es la via implicada en la generacion de serotonina y dopamina a partir de trazas de
aminas (Ingelman-Sundberg et al., 2007). A continuacion se detalla la implicacion del CYP2D6
en el metabolismo de algunos endobidticos relevantes en la neurofisiologia y/o la conducta

humana:
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- La enzima CYP2D6 parece estar implicada en la regulacién de neuroesteroides enddgenos
como la progesterona y testosterona en el SNC. Estos neuroesteroides contribuyen en el
control de las funciones cerebrales y consecuentemente en el comportamiento, de manera que
podrian estar involucrados en enfermedades mentales y en la activacion del sistema inmune
(Miksys & Tyndale, 2002). Estudios in vitro demuestran que la progesterona y sus derivados
son hidroxilados por CYP2D6 en tejido cerebral (Hiroi et al., 2001; Kishimoto et al., 2004;
Niwa et al., 2004). Asimismo, la testosterona también es metabolizada por CYP2D6 en
microsomas hepaticos y cerebrales y sus niveles se han asociado con diferencias en la

capacidad cognitiva y el comportamiento (Wang et al., 2009).

Estudios in vitro demuestran que CYP2D6 es la via implicada en la hidroxilacion de tiramina
(p-tiramina y m-tiramina) a dopamina en microsomas hepaticos (Hiroi et al., 1998) y
cerebrales (Bromek et al., 2010; Niwa et al., 2004). Se observan niveles especialmente altos de
tiramina en los ganglios basales y en el sistema limbico, por lo que se piensa que este
compuesto enddgeno pueda estar relacionado con el comportamiento y la emocion de las

personas (Yu et al., 2003a).

- CYP2D6 parece afectar también al sistema endocannabinoide del SNC debido a su capacidad
para metabolizar la anandamida y sus derivados (Ingelman-Sundberg et al., 2007; Snider et al.,

2008). Sin embargo, la importancia fisiolégica de dicho metabolismo todavia no esta clara.

Estudios adicionales in vitro muestran que CYP2D6 es la via implicada en la regeneracion de
serotonina a partir de 5-MT. Los individuos podrian presentar diferentes niveles basales de
serotonina (niveles inferiores en PMs CYP2D6) en las zonas del cerebro donde CYP2D6 se
expresa, dando lugar a una gama amplia de acontecimientos neurofisiologicos y
fisiopatoldgicos (Yu et al., 2003b). Curiosamente, los niveles de serotonina en plaguetas se
han visto significativamente aumentados en sujetos UMs CYP2D6 respecto de lo observado
en individuos EMs (Kirchheiner et al., 2005), lo cual podria igualmente ser explicado por el
mecanismo de regeneracion de serotonina a partir de 5-MT, aunque este hallazgo requiere

experimentos que confirmen esta hipdtesis.

- En la pituitaria, la neurotransmisién dopaminérgica estd regulada por el sistema
serotoninérgico, de manera que CYP2D6 podria ejercer una influencia matizada sobre la
modulacién del tono dopaminérgico (PMs podrian presentar bajos niveles de serotonina y
altos de dopamina) posiblemente por la disposicion del sustrato enddgeno 5-MT (Ozdemir et
al., 2007).
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2.4. Relacion con Personalidad, Neurocognicion y Psicopatologia.

Tal y como se ha expuesto anteriormente, es posible que en cerebro humano, el polimorfismo
CYP2D6 origine diferencias en el metabolismo de sustratos endégenos, exdgenos o de ambos,
que podrian probablemente influir en los rasgos de comportamiento y personalidad (Bertilsson
et al., 1989; Gan et al., 2004; Gonzalez et al., 2008; Kirchheiner et al., 2006; A Llerena et al.,
1993; Roberts et al., 2004), en funcion cognitiva (Pefias-Lledo et al., 2010; Pefias-Lledd et al.,
2009) y en la vulnerabilidad a la psicopatologia (Blasco-Fontecilla et al., 2013; Dahl et al.,
1998; Josefsson et al., 2004; Llerena et al., 2007; Pefias-Lledd et al., 2012a; Pefas-Lledo et al.,

2012c). A continuacion se revisan estos aspectos.

2.4.1 CYP2D6 v personalidad.

En uno de los primeros estudios sobre CYP2D6, realizado en Suecia, se observo que los
individuos con una baja capacidad de hidroxilacién de la enzima CYP2D6 (individuos
conocidos generalmente como PMs desde el fenotipo) presentaban las puntuaciones mas bajas
en la sub-escala de psicastenia de la KSP (Escala de Personalidad Karolinska (Schalling &
Edman, 1993)). Esta puntuacion implica que los individuos PMs muestran rasgos relacionados
con mayor vitalidad, alerta, eficiencia y facilidad en la toma de decisiones (Bertilsson et al.,
1989). Este resultado también fue indirectamente confirmado en un estudio posterior en
pacientes con depresion a los que se les determiné el genotipo CYP2D6 (Roberts et al., 2004).
Los PMs presentaban menores puntuaciones en la sub-escala de evitacion al dafio y mayores en
la sub-escala de basqueda de novedades del test psicométrico TCIl (Inventario del
Temperamento y el Caracter, (Cloninger et al., 1994)). En otro estudio desarrollado en Malasia,
se observo que aquellos individuos portadores de variantes alélicas con activad nula o reducida
presentaban las menores puntuaciones en la sub-escala “Personalidad Tipo A” (version corta de
la escala de calificacion de Bortner (Bortner, 1969)). Esta menor puntuacidn sugiere que estos
individuos presentan menor vulnerabilidad a desarrollar trastornos relacionados con el estrés
(Gan et al., 2004).

Al primer estudio realizado en la poblacién sueca le siguié una observacion inicial en la
poblacién espafiola compatible con esta hipotesis (Llerena et al., 1989; LLerena-Ruiz, 1988).
Posteriormente se realiz6 un estudio sistematico en 925 estudiantes espafioles (Llerena et al.,
1993) que fue replicado mas tarde en la poblacién de estudiantes cubana (Gonzalez et al., 2008;
Gonzalez-Martinez, 2008).
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Estos dos estudios (Gonzélez et al., 2008; Llerena et al., 1993) también han encontrado
diferencias al estudiar la relacion entre la capacidad de hidroxilacion de la enzima CYP2D6
(individuos fenotipicamente PMs en comparacion con el resto, no PMs) y las puntuaciones
obtenidas en las sub-escalas ansiedad psiquica y socializacion de la KSP (Schalling & Edman,
1993). Por altimo y méas recientemente se ha sugerido que las mujeres PMs CYP2D6 reportan
un mayor nivel de conciencia en el inventario revisado de los cinco factores de personalidad
(Revised NEO Personality Inventory (Costa & McCrae, 1992)), rasgo de la personalidad que se
asocia positivamente con la competencia, la lucha por la consecucion de objetivos y con la

capacidad de recuperacidn (Kirchheiner et al., 2006).

2.4.2 CYP2D6 vy funcién neurocognitiva.

A estos estudios en los que se exploraba la relacion del polimorfismo CYP2D6 y la
personalidad, le siguieron otros en los que se exploraban variables méas objetivables como la
funcién neurocognitiva (Pacheco-Puig, 2010; Pefas-Lledd et al., 2009). En estos estudios
desarrollados en voluntarios sanos, observaron que los individuos PMs CYP2D6 mostraban
mejor rendimiento de la atencion sostenida (rasgo de cognicion valorado con el test de atencion
sostenida “Procesamiento Rapido Visual de la Informacion” (RVP) de la bateria neurocognitiva
computarizada de Cambridge, CANTAB (“Cambridge Cognition Ltd: CANTAB”)). Ademas,
en el mismo estudio, los PMs también mostraban puntuaciones significativamente menores en
un test de cribado de sintomas de psicopatologia general (Test de los 90 Sintomas revisado,
SCL-90-R (Gonzélez de Rivera et al., 1989)).

Los resultados de todos los estudios anteriormente comentados parecen sugerir en conjunto que
los PMs podrian presentar algunas caracteristicas de proteccién frente al desarrollo de trastornos
mentales. En consonancia con esta idea, se observa que los PMs obtienen los mejores resultados
en la tarea cognitiva de atencion sostenida, la cual se ve alterada en diferentes sindromes como
la esquizofrenia o el trastorno de hiperactividad y déficit de atencidn, caracterizados todos por

una alta vulnerabilidad al estrés y a la impulsividad (Pefias-Lled6 et al., 2010).

2.4.3 CYP2D6 vy vulnerabilidad a enfermedades mentales.

De acuerdo con la hipétesis de que el fenotipo PMs CYP2D6 puede aportar algunas
caracteristicas de proteccion contra el desarrollo de ciertas enfermedades, en estudios
posteriores se ha observado una menor frecuencia de PMs CYP2D6 (desde el genotipo) en
pacientes con esquizofrenia respecto de la frecuencia observada cominmente en voluntarios
sanos (Dahl et al., 1998; LLerena et al., 2007).
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Sin embargo, respecto a la poblacién caucésica general, se ha encontrado una frecuencia mayor
de UMs CYP2D6 en mujeres con sintomas depresivos durante la etapa final del embarazo y/o
tras el parto (Josefsson et al., 2004). También han observado una frecuencia mayor de este
fenotipo en individuos con trastornos del comportamiento alimentario (Pefias-Lledd et al.,
2012a) y en mujeres cubanas con las puntuaciones mas altas en la sub-escala EDI-Bulimia de la
EDI (Inventario de Trastornos de la Conducta Alimentaria (Garner, 2004; Garner et al., 1983;
Garner & Olmstead, 1984)) que mide los sintomas de la bulimia (Pefas-Lledd et al., 2012c).
También han sugerido que el fenotipo UM CYP2D6 podria predecir el riesgo de padecer un

trastorno de personalidad en individuos con tentativa suicida (Blasco-Fontecilla et al., 2013).

Por tanto, estos resultados apoyan la hipétesis de que el polimorfismo CYP2D6 no solo se
asocia con la variabilidad interindividual en la respuesta a fArmacos u otros sustratos CYP2D6,

sino que podria estar asociado con la vulnerabilidad a psicopatologias.

2.5 CYP2D6 y Conducta Suicida.

La conducta suicida podria venir mediada por el fracaso terapéutico en pacientes UMs en
tratamiento con farmacos sustratos CYP2D6 que tienen efecto sobre el SNC, pero también por
diferencias en la regulacion del mismo. Es decir, la conducta suicida también podria estar
mediada por la implicacién de la enzima CYP2D6 en el metabolismo enddgeno de
neurotransmisores relacionados con rasgos de personalidad (Ali et al., 2013; Peflas-LLedd &
LLerena, 2014).

Consistentemente, varios son los estudios que reportan una frecuencia alta de UMs CYP2D6
(portadores de mas de dos genes activos CYP2D6) en sujetos con evento suicida consumado
(Zackrisson et al., 2010), con historia personal de tentativa suicida (Pefias-Lled6 et al., 2011),
con intento de suicidio severo (Pefias-Lled6 et al., 2012b) y con riesgo de suicidio (Stingl &
Viviani, 2011). En concreto, en el primer estudio de los citados anteriormente observan una
frecuencia de UMs CYP2D6 significativamente mayor entre individuos suecos que mueren por
suicidio (4,7%) que entre aquellos que mueren por causas naturales (0,5%) (Zackrisson et al.,
2010). En el segundo estudio publicado en 2011, observan que la prevalencia de UMs CYP2D6
en el grupo de mujeres espafiolas con un diagnostico de trastorno del comportamiento
alimentario e historia de intento de suicidio era tres veces superior (18,4%) que la frecuencia de
UMs CYP2D6 en las mujeres con trastorno del comportamiento alimentario sin tentativa suicida

(6,1%), la cual era similar a la de voluntarios sanos (Pefias-Lledo et al., 2011).
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También en el tercer estudio realizado en 2012 encuentran que la frecuencia de UMs CYP2D6
entre sujetos espafioles con intento de suicidio severo (aquellos con puntuaciones por encima
del percentil 75 en la seccion “circunstancias objetivables” de la escala SIS (Escala de
Intencionalidad Suicida (Beck et al., 1974)) era significativamente mayor (11%) que la
frecuencia en individuos con intento de suicido no severo (6,2%) y mayor que la frecuencia
encontrada en voluntarios sanos no relacionados (6,1%) (Pefias-Lled6 et al., 2012b). Ademas,
en el Gltimo estudio reportan que el riesgo de suicidio (evaluado por la Mini Entrevista
Neuropsiquiatrica Internacional (MINI) (Sheehan et al., 1998)) en pacientes alemanes con
depresion (unipolar o bipolar) era significativamente mayor entre aquellos UMs CYP2D6
(Stingl & Viviani, 2011).
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3. POLIMORFISMO GENETICO CYP2C19.
3.1 Bases moleculares.

El gen CYP2C19 es un miembro de la subfamilia CYP2C. Se encuentra situado en el
cromosoma 10 y especificamente, en el brazo largo (g) en la posicién 23.33. Al igual que

CYP2D6, el gen CYP2C19 contiene 9 exones y 8 intrones, tal y como puede observarse en la

Figura 2.
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Figura 2. Locus CYP2C en el cromosoma 10 y polimorfismos frecuentemente detectados en el gen
CYP2C19.

El gen CYP2C19 es altamente polimorfico y de hecho méas de 30 variantes alélicas han sido
descritas hasta el momento, localizadas en la region 5°-flanking y en las partes codificantes y no
codificantes del gen (“http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c19.htm,” 2015). Estas variantes, se
deben principalmente a la combinacién de diferentes SNPs. Solo algunas de ellas han sido
caracterizadas en cuanto a su potencial para modular la capacidad metabdlica de la enzima
CYP2C19.
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La frecuencia con la que se observan las diferentes variantes alélicas de CYP2C19 también
muestra variabilidad interétnica. El alelo CYP2C19*3 relacionado con una actividad enzimatica
nula estd presente con mayor frecuencia en poblaciones asidticas, mientras que la variante
alélica CYP2C19*2 también relacionada con actividad enzimatica nula es méas frecuente en
poblaciones caucésicas y africanas. Igualmente, el alelo CYP2C19*17 asociado con una
actividad incrementada de la enzima puede observarse frecuentemente en poblaciones

caucasicas (Fricke-Galindo et al., 2015).

En la Tabla IV se presentan las variantes alélicas mas frecuentemente observadas en las

poblaciones caucésicas.

Tabla IV. Variantes alélicas més frecuentes del gen CYP2C19 en caucasicos (modificada de la pagina
web cypalleles; (““http://www.cypalleles.ki.se/cyp2¢19.htm,”” 2015)).

Actividad
Polimorfismo Cambio Efecto .
enzimitica
CYP2C19%2 | 3s02c s 7T 179480 1153C o NS N Defecto de corte y Nula
-1041G 99C 127486 191544 201614 empalme
-806C 1278403
Incremento de la
CYP2C19*17 i;sig 9;:';. EE;E 179480 }giii 102047 80160C 873134 000330 transeripeion del | Incrementada
) 201614 gen
-806T 127846

3.2 Citocromo P450 CYP2C109.

El gen CYP2C19 codifica una enzima que recibe el mismo nombre, CYP2C19. Hasta hace muy
poco tiempo se pensaba que esta enzima se expresaba principalmente en el higado y, en menor
medida, en el intestino delgado (Ingelman-Sundberg et al., 2007). Sin embargo, usando un
modelo de raton transgénico se ha observado que el gen se expresa también en el cerebro del
raton durante el desarrollo fetal aunque no en el cerebro del raton adulto, pues se silencia
completamente justo una semana después del nacimiento (Persson et al., 2014). En este mismo
estudio también se ha observado que CYP2C19 se expresa en el cerebro de fetos humanos
(niveles de expresion corticales aproximadamente un 0,5% frente a lo que puede observarse en

el higado de un humano adulto) (Persson et al., 2014).

La enzima CYP2C19, al igual que CYP2D6, esta implicada en el metabolismo en fase | de
muchas clases de farmacos psicotrépicos tales como antidepresivos, benzodiacepinas y
anticonvulsivantes (Ingelman-Sundberg et al., 2014). Ademas, se ha sugerido la posible
implicacion de esta enzima en el metabolismo enddgeno de ciertas hormonas esteroides

psicoactivas, tal y como se expone en el siguiente apartado.
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3.3 Principales sustratos CYP2C19.

3.3.1 Sustratos exdgenos (farmacos).

La enzima CYP2C19 estd implicada en el metabolismo de muchos farmacos psicotropicos
utilizados con frecuencia en la préctica clinica. Por ejemplo, es la via metabodlica principal de
antidepresivos TCA como amitriptilina, imipramina o clomipramina (Brgsen, 2004), de
antidepresivos ISRS como citalopram (Brgsen, 2004), de inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAO) como moclobemida (Ingelman-Sundberg et al., 2007) y de otros farmacos
psicotropicos como las benzodiacepinas (Fukasawa et al., 2007). También estd implicada en el
metabolismo de inhibidores de la bomba de protones como omeprazol (Ingelman-Sundberg,

2004) o de antiepilépticos como mefenitoina o fenobarbital (Fricke-Galindo et al., 2015).

Tabla V. Farmacos metabolizados por CYP2C19 (Brgsen, 2004; Fricke-Galindo et al., 2015; Magnus
Ingelman-Sundberg et al., 2007; “Pharmgkb.org,”” 2015).

Antidepresivos , Antidepresivos ! Antidepresivos !

Inhibidores dela

Benzodiazepinas Antiepilépticos

| |
triciclicos | ISRS | IMAO i i bomba de protones |
Amitriptilina | Citalopram | Moclobemida | Diazepam | Omeprazol | Mefenitoina
Clomipramina i Escitalopram i i Etizolam i iMetiIfenobarbitaI
Imipramina i Sertralina i i Flunitrazepam i i Fenobarbital
' ' ' Quazepam ' ' Fenitoina
! ! ! N—desmetil—clobazam! ! Primidona
I I I I I

Otros

Agentes antineopléasico: Ciclofosfaminda ' Antipaltdico: Proguanil
Relajante muscular: Carisoprodol ! Agente anti-trombotico: Warfarina
Agente antiplaquetario: Clopidogrel ! Agente B-bloqueante: Propanolol
Antiflamatorio no esteroideo: Indometaciin | Alcaloide de plantas y otros productos
Antiviral: Nelfinavir i naturales: Tenip6sido

I

Anestésico general: Hexobarbital Antidiabético: Fenformina

Como puede observarse en la Tabla V, la enzima CYP2C19 metaboliza sustratos que tienen
efecto sobre el SNC. Puede deducirse, que si el polimorfismo de CYP2C19 influye en la cinética
de estos farmacos, los pacientes podran presentar niveles plasmaticos del farmaco (o0 metabolito,
que en muchos casos presenta actividad farmacolégica) anormales (excesivamente altos o
bajos). Por tanto, es més probable que el individuo abandone el tratamiento por intoxicacién o,
al contrario, por falta de efecto terapéutico. Una falta de efecto farmacoldgico podria
relacionarse con una mayor probabilidad de cometer un intento de suicidio debido a niveles
plasmaticos sub-terapéuticos en personas en tratamiento para reducir sintomas psiquiatricos y

sintomatologia relacionada con la conducta suicida.
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3.3.2 Sustratos enddgenos.

Baséandose en estudios in vitro, se sugiere que CYP2C19 esta involucrada en el metabolismo de
compuestos endogenos, entre los que se incluyen hormonas esteroideas psicoactivas como
estradiol (Cheng et al., 2001), estrona (Cribb et al., 2006), progesterona o testosterona

(Yamazaki & Shimada, 1997), segln se describe a continuacion:

- Se ha sugerido que, la enzima CYP2C19 junto con CYP2C8 y CYP2C9, son las vias

implicadas en el metabolismo de estradiol (Cheng et al., 2001).

- La enzima CYP2C19 cataliza la reaccion 17p-hidroxidehidrogenacion originando estrona. Se
ha descrito que la reaccion de formacién de 2-hidroxi-estrona a partir de estrona esta
catalizada principalmente por las enzimas CYP2C19 y CYP1A2, mientras que la conversion
de estrona en 16 o-hidroxi-estrona tiene lugar por accion de las enzimas CYP2C19, CYP1Al
y CYP3AG5 (Cribb et al., 2006).

- También se ha sugerido la posible implicacion de la enzima CYP2C19 en las reacciones de
hidroxilacion de la hormona progesterona asi como en la oxidacion de la hormona testosterona
(Yamazaki & Shimada, 1997).

3.4. CYP2C19-Relacion con personalidad y psicopatologia.

El efecto del genotipo CYP2C19 en la morfologia y composicion cerebral ha sido estudiado en
un modelo de raton transgénico (Persson et al., 2014). Han observado que la expresion del
CYP2C19 durante el periodo fetal de estos ratones originaba en el periodo adulto una
disminucién del volumen hipocampal y una reduccién de la composicion neuronal del mismo
(menor nimero de interneuronas GABAérgicas en el giro dentado del hipocampo) (Persson et
al., 2014). Ademas también observan cambios de comportamiento relacionados con estrés,
ansiedad y depresion en relacion a la expresion del CYP2C19 durante el periodo fetal de estos
ratones. Por tanto, el polimorfismo de CYP2C19 que determina la presencia o ausencia de la
enzima podria constituir un factor determinante en la susceptibilidad a enfermedades
psiquiatricas como consecuencia de su influencia en el desarrollo cerebral. Por ejemplo, se
piensa que la disfuncion del hipocampo juega un papel crucial en la fisiopatologia de la
depresion mayor y la ansiedad (Femenia et al., 2012). Estos resultados avalarian la implicacion

de CYP2C19 en la vulnerabilidad a psicopatologia (depresion) y a la tentativa suicida.
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En humanos, el polimorfismo CYP2C19 ha sido asociado con sintomas de depresion en un
estudio realizado en 1.742 gemelos. Los gemelos portadores de variantes alélicas relacionadas
con enzimas activas (CYP2C19*1/*1) mostraban mas sintomas depresivos que los sujetos
portadores de variantes alélicas asociadas a enzimas sin actividad (CYP2C19*2/*2) (Sim et al.,
2010). Los individuos con genotipo CYP2C19*2/*2 obtenian puntuaciones significativamente
inferiores en las sub-escalas de CES-D (Centro de Estudios Epidemiolégicos de depresion (Gatz
et al., 1993)) que miden el estado depresivo, el retraso psicomotor y las molestias somaticas
(Sim et al., 2010).

3.5 CYP2C19 y Conducta Suicida.

El polimorfismo genético de CYP2C19 determina en gran parte la capacidad metabolica de la
enzima CYP2C19, como puede observarse en portadores de la variante alélica CYP2C19*17
relacionada con una actividad metabdlica incrementada (Sim et al., 2006). Analogamente a la
clasificacion funcional de CYP2D6, algunos individuos podrian clasificarse como portadores de

una capacidad aumentada o de un metabolismo ultrarrapido (UMs).

En base a lo expuesto en apartados anteriores, la conducta suicida podria venir mediada por el
fracaso terapéutico en pacientes UMs en tratamiento con farmacos utilizados para prevenir la
conducta suicida (son sustratos CYP2C19) o por la presencia de niveles alterados de ciertos

neurotransmisores (sustratos endogenos CYP2C19) relacionados con rasgos de personalidad.

Dos estudios previos han evaluado la implicacion de la variante alélica de actividad
incrementada CYP2C19*17 en el suicidio consumado (Zackrisson et al., 2010) asi como en el
riesgo de suicidio e intento de suicidio en pacientes con depresion (Hofer et al., 2013). Sin
embargo, ninguno de ellos revela una relacion significativa debido, probablemente, a diferencias
metodoldgicas (ej.: no clasifican correctamente a los individuos segun su perfil metabdlico,

segun el fenotipo, etc.).

Por tanto, a pesar de los resultados anteriormente expuestos parece que por similitud a
CYP2D6, es decir, por ser CYP2C19 una de las principales vias implicadas en el metabolismo
de los farmacos administrados para prevenir la conducta suicida y de sustratos endégenos con
efecto sobre el SNC, seria necesario evaluar la relevancia del polimorfismo CYP2C19 en la

tentativa de suicidio empleando un disefio que supere las limitaciones metodoldgicas expuestas.
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4. POLIMORFISMO GENETICO ABCB1

4.1 Bases moleculares.

El gen ABCB1 es un miembro de la subfamilia ABCB, una de las siete subfamilias
filogenéticamente diferente y con una alta especificidad de sustrato (Hodges et al., 2011). Se
encuentra situado en el cromosoma 7 y especificamente, en el brazo largo (g) en la posicion
21.12, tal y como puede observarse en la siguiente Figura 3.
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Figura 3. Locus ABCB en el cromosoma 7 (““http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=ABCB1,” 2015) y polimorfismos ABCB1 con una frecuencia del alelo minoritario
>5 (modificada de Leschziner et al. (Leschziner et al., 2007)).

De todas las variantes descritas hasta el momento, tres son las que estan presentes con mayor
frecuencia en todas las poblaciones (C1236T, G2677T/A y C3435T) y es por ello que han
despertado gran interés (Hodges et al., 2011). EI SNP 2677G>T/A (rs2032582) codifica un
aminodcido alternativo con propiedades similares a las del aminoacido original
(Ser893Ala/Thr), mientras que los SNPs 1236C>T (rs1128503) y 3435C>T (rs1045642) no
producen cambios en la secuencia de aminodcidos de la proteina (Gly412Gly y Ile1145lle,

respectivamente).
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Con frecuencia, estos SNPs han sido estudiados predominantemente por separado para ver su
implicacién en el riesgo de enfermedades o en la respuesta al tratamiento. Sin embargo, estas
relaciones ain no estan claras debido a diferencias metodoldgicas entre los estudios y al estudio
de fenotipos complejos que dan lugar a resultados contradictorios, a pesar de que existen
evidencias de variabilidad interindividual en la expresion y funcion de la proteina como

consecuencia de estos tres polimorfismos ABCB1 (Leschziner et al., 2007).

Estos tres SNPs (1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T) se encuentran en desequilibrio de
ligamiento (LD) (Leschziner et al., 2006) y se heredan juntos en el mismo cromosoma (Kroetz
et al.,, 2003). Su estudio conjunto (haplotipos) podria explicar mejor la relacion entre la
implicacién funcional del polimorfismo ABCB1 y el riesgo de enfermedades o la respuesta al
tratamiento (Tang et al., 2002). En la mayoria de los grupos étnicos se observan con frecuencia
dos haplotipos: 1236C-2677G-3435C (CGC) y 1236T-2677T-3435T (TTT) (Hodges et al.,
2011).

4.2 Proteina Trasportadora ABCB1.

La proteina trasportadora ABCB1, también denominada glicoproteina P es una proteina
transmembrana de 170 kDa de peso molecular que incluye de 10 a 15 kDa de glicosilacion

proteica en el extremo N-terminal.

La estructura secundaria de la P-gp posee dos mitades practicamente homdlogas (Figura 4).
Cada una de ellas contiene seis dominios transmembrana que anclan la proteina a la membrana
celular (normalmente compuesto por hélices alfa que atraviesan la membrana), seguidos por un
dominio intracelular y por Gltimo por un dominio de unién a nucleétido o NBD, al cual se une el
ATP aportando la energia necesaria para el cambio conformacional que, en Gltima instancia,

provoca el transporte (Hodges et al., 2011).

Cara Extracelular

Cara Citop atica

Figura 4. Estructura molecular de los transportadores ABC. Los dominios transmembrana, los dominios
intracelulares y los dominios de unidn a nucleétidos aparecen de color rojo, azul y cian, respectivamente
(modificada de Chang et al. (Chang, 2003)).
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La P-gp se expresa en la membrana plasmatica de las células de una gran variedad de tejidos
humanos. Entre ellos se incluyen el intestino delgado, el intestino grueso, la glandula adrenal, el
higado, el rifidn, la placenta, los testiculos y el cerebro (Leschziner et al., 2007), donde

desarrolla funciones de proteccién y excrecion (Hodges et al., 2011).

Se ha demostrado que la P-gp desempefia un papel importante en el metabolismo de primer paso
de los farmacos administrados por via oral ya que limita su biodisponibilidad (Leschziner et al.,
2007). Limita la absorcion y distribucion de los sustratos al transportarlos hacia el interior del
intestino y colon a través de los epitelios del lumen y hacia el higado a través de los canaliculos
biliares (Hodges et al., 2011). También se le atribuye la eliminacion de los sustratos de la
circulacion sistémica por la orina al transportarlos a través de los tubulos proximales del rifion y
a través de los canaliculos biliares del higado (Hodges et al., 2011). Asimismo la P-gp actla
como una bomba de eflujo en las barreras hematoencefalica, placentaria y testicular sanguinea,
es decir, estd implicada en el transporte de sustratos fuera de estos tejidos, restringiendo la
permeabilidad de las barreras (Leschziner et al., 2007). Ademas, por su presencia en la corteza
suprarrenal parece que la P-gp pudiera estar implicada en el transporte de hormonas como el

cortisol, de la homeostasis y de la resistencia a los glucocorticoides (Hodges et al., 2011).

4.3 Principales sustratos ABCB1.

4.3.1 Sustratos exdgenos (farmacos).

La P-gp es, en parte, responsable de la cantidad de farmaco que se encuentra disponible para la
absorcion y distribucion. Entre los farmacos que la P-gp transporta (Tabla VI) se encuentran
antidepresivos como amitriptilina o citalopram y antipsicéticos como bromperidol o
clorpromazina (Hodges et al., 2011). Un aumento de la expresion y funcién intestinal de la P-gp
podria relacionarse con una biodisponibilidad reducida del farmaco, lo que daria lugar a una
disminucién de las concentraciones plasmaéticas terapéuticas y por tanto a una disminucion de la
respuesta. Sin embargo, las concentraciones plasmaticas supra-terapéuticas y la toxicidad de

farmacos/sustratos pueden ser consecuencia de la disminucion en la expresion y/o funcion de la

P-gp.
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Tabla VI. Farmacos transportados por ABCB1 (modificada de Hodges et al. (Hodges et al., 2011).

Antihistaminicos Antieméticos Opioides Glucocorticoides Sintéticos ! Antimicéticos
Fexofenadina Domperidona Morfina Dexametasona Ketoconazol
Terfenadina Ondasetrén Pentazocina Metilprednilosona Itraconazol

Antidepresivos

Farmacos para el

tratamiento de Ulceras

Antiepilépticos

Inhibidores de la HMG-CoA
reductasa

Antiarritmicos

Amitriptilina Cimetidina Carbamazepina Atorvastatina Digoxina
Citalopram Ranitidina Lamotrigina Lovastatina Diltiazem
Levetiracetam Mevinolina Quinidina
Fenitoina Simvastatina Verapamilo
Inhibidores de la bomba o Inhibidores de la
Inmunosupresores B-Bloqueantes Antipsicoticos

de protones

proteasa del VIH

Gramicidin S

1
|
Lansoprazol i Ciclosporina A Celiprolol Bromperidol Amprenavir
Omeprazol ! Tacrolimus Propanolol Clorpromacina Indinavir
Pantoprazol | Sirolimus Talinolol Fenotiazina Nelfinavir
! Ritonavir
! Saquinavir
I
T
Antibidticos ! Farmacos Quimioterapéuticos Otros
ActinomicinaD | Colchicina ! Mitomicina C Barbitdrico: Fenobarbital
Doxiciclina | Daunorrubicina | Mitoxantrona Relajante Muscular: Vecuronio
Eritromicina i Docetaxel i Paclitaxel Antidiarreico: Loperamida
Levofloxacino ! Doxorrubicina 1 Tenipésido Hipertensivo: Losartan
Rifampicina | Etopoésido | Topotecan Antiparasitario: lvermectina
Sparfloxacin i Imatinib i Vinblastatina Anticoagulante: Clopidogrel
Tetraciclina ! Irinotecan ! Vincristina
Gramicidin D ! Melfalan ! Valspodar
| I
' '
1 1

4.3.2 Sustratos enddgenos.

La P-gp también esta implicada en el transporte de una gran variedad de compuestos endégenos
como lipidos, hormonas esteroideas, glucocorticoides o péptidos (Hodges et al., 2011), tal y

como puede observarse en la Tabla VII.

Tabla VII. Sustratos endégenos de ABCB1 (modificada de Hodges et al. (Hodges et al., 2011)).

[ I I
Hormonas ! Péptidos ! Lipidos ' Glucocorticoides
| I |
Aldosterona i ALLM i Lipidos de cadena corta i Corticosterona
Cortisol ' ALLN ' 1
! B-Amiloide I I
| | |

4.4 ABCB1-relacion con Personalidad y Psicopatologia.

Se ha demostrado que la P-gp desempefia un papel importante en el metabolismo de primer paso
de los farmacos administrados por via oral al limitar su biodisponibilidad (Leschziner et al.,
2007) y que actua como una bomba de eflujo en la barrera hematoencefalica, transportando
sustratos exdgenos (Leschziner et al., 2007) y endogenos (Hodges et al., 2011) con efecto sobre

el SNC fuera de este tejido.
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Por tanto, la P-gp podria estar relacionada con la susceptibilidad a enfermedades psiquiatricas o
podria agravar el grado de la enfermedad mental subyacente que pretende ser tratada,
aumentaria asi la desesperanza del individuo y podria guiarlo hacia la conducta suicida. Segun
se expone a continuacion, parece que el alelo minoritario T en cualquiera de las tres posiciones
del gen ABCBL1 anteriormente sefialadas (1236, 2677 y 3435) se ha asociado con diversas

condiciones psiquiatricas, especialmente con la depresion.

En este sentido, se ha observado que pacientes japoneses con depresion mayor presentan una
frecuencia mayor del alelo T y del genotipo TT para el SNP 3435C>T respecto de la frecuencia
encontrada en voluntarios sanos (Fujii et al., 2012). También se ha observado una frecuencia
superior del haplotipo 1236 TT-3435TT entre pacientes con depresion mayor (Fujii et al., 2012)
y el alelo T del SNP 1236C>T ha sido significativamente asociado con la severidad de la

depresion en individuos con un episodio depresivo mayor (Lin et al., 2011).

4.5 ABCB1 y Conducta Suicida.

Segln se expone a continuacion, existen evidencias que apoyan la relacion entre el

polimorfismo genético ABCB1 y la conducta suicida.

Hay estudios que observan una relacion entre el alelo T en la posicién 2677 y la presencia de
ideas suicidas en pacientes con depresion. Encuentran una mayor frecuencia de este alelo entre
individuos con ideas suicidas durante el tratamiento antidepresivo (Perroud et al., 2011). La
ideacion suicida es uno de los sintomas que puede estar presente en personas con un trastorno
psiquiatrico. El riesgo de padecer ideacién suicida varia significativamente en funcion del
género, la edad del paciente o del diagnostico, siendo la depresion una de las enfermedades
psiquiatricas reportadas con mayor riesgo de suicidio (Qin, 2011). Muy recientemente se ha
observado una relacion significativa entre el suicidio consumado a través de métodos violentos
y el polimorfismo ABCB1 (Boiso Moreno et al., 2013). En concreto, encontraron una mayor
frecuencia del alelo T en las variantes mas comunes del gen (C1236T, G2677T/A, C3435T) en
la poblacién forense de suicidio consumado en comparacion con las muertes no suicidas
(muerte natural, por accidente o indeterminada, exceptuando las intoxicaciones). Esta relacion
fue aun mas significativa en la subpoblacién de individuos que habian utilizado un método
violento (ahorcamiento, estrangulacion, asfixia, armas de fuego, salto desde las alturas o cortes
profundos) y entre los hombres, aunque los hombres estaban sobre-representados en dicha
poblacion (76% de la muestra). Esta informacion sugiere que la presencia del alelo T en las
posiciones 1236, 2677 y 3435 del gen ABCB1 podria aumentar el riesgo de completar un

suicidio por métodos violentos.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1. JUSTIFICACION.

El suicidio es una de las principales causas de muerte no natural en todos los paises y
comunidades del mundo (OMS, 2014). En concreto, segun el ltimo informe de la OMS, en
2012 el suicidio represento6 el 1,4% del total de defunciones en todo el mundo, convirtiéndose
en la decimoquinta causa principal de muerte (OMS, 2014). Ademas, entre jovenes de 15 a 29
afios de edad, el suicidio causé el 8,5% de las muertes y se clasificd como la segunda causa
principal de muerte después de los accidentes de trafico. La OMS también recoge que la tasa
mundial de intentos de suicidio autonotificados en este periodo fue de aproximadamente 4 por
cada 1.000 adultos y estima que por cada adulto que se suicidd, probablemente mas de otros 20

cometieron uno o mas intentos de suicidio (OMS, 2014).

Con el objetivo de reducir estas muertes por suicidio y las tentativas suicidas en un 20% entre
los afios 2013 y 2018, la Accion Nacional para la Prevencion del Suicidio (NAASP) propone
como parte de su estrategia y teniendo en cuenta la investigacion existente, identificar y
seleccionar los subgrupos de la poblacion con mayor riesgo de suicidio e identificar aquellas
intervenciones que puedan ser eficaces para reducirlo (Pringle et al., 2013). Ya desde 1976
pueden encontrarse algunos trabajos originales orientados a identificar marcadores o factores
implicados en la conducta suicida, sin embargo no parecen ser suficientes y, en concordancia

con la estrategia propuesta por la NAASP, se han de incrementar.

Es conocido que, para prevenir la conducta suicida se emplean, con frecuencia, antidepresivos,
litio, anticonvulsivantes y antipsicéticos, abordando asi la patologia subyacente y los sintomas
(ansiedad, insomnio, impulsividad, etc.) que pueden actuar como factores de riesgo adicional
(SNS, 2010). Desde esta Gptica, reducir los fallos en el tratamiento farmacoldgico podria
contribuir a las estrategias de prevencién de suicidio. Por tanto, teniendo en cuenta, que muchos
de los farmacos utilizados en el tratamiento de la tentativa suicida son metabolizados por las
enzimas CYP2D6 y CYP2C19 (ver Tablas Il y V), identificar a pacientes potencialmente no

respondedores podria ser de ayuda en la optimizacion de las estrategias de prevencion.

La variabilidad en las concentraciones plasmaticas y por tanto en la respuesta farmacoldgica
estd mediada por el polimorfismo genético CYP2D6 y CYP2C19, por su mediaciéon en la
capacidad metabolica de estos citocromos P450 (ver Tabla Il) (LLerena et al., 2009). Sin
embargo, el metabolismo de farmacos no puede por si solo dar cuenta de toda la variabilidad en
la respuesta a farmacos, otros procesos también son determinantes. Por ejemplo, se ha
demostrado que la P-gp desempefia un papel relevante en el metabolismo de primer paso de los
farmacos administrados por via oral, ya que limita su biodisponibilidad (Leschziner et al., 2007)

al transportarlos hacia el intestino, colon e higado (Hodges et al., 2011).
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También existe variabilidad interindividual en la expresion y funcion de la proteina
transportadora como consecuencia del polimorfismo genético ABCB1 (Leschziner et al., 2007),
lo que podria estar implicado en la variabilidad de los niveles plasméticos del farmaco y, como

consecuencia, en la respuesta al tratamiento.

Por otra parte se ha observado que las enzimas CYP2D6 y CYP2C19 se expresan en cerebro
(Ingelman-Sundberg et al., 2007; Persson et al., 2014) y que participan en el metabolismo de
compuestos enddgenos con efecto sobre el SNC (Persson et al., 2014; Zanger et al., 2004) lo
que pudiera estar relacionado con los rasgos de personalidad y con la susceptibilidad a
enfermedades psiquiatricas (Pefias-LLed6 & LLerena, 2014; Persson et al., 2014). Asimismo se
ha observado que la P-gp actla como una bomba de eflujo en la barrera hematoencefalica, es
decir, transporta sustratos exégenos (Leschziner et al., 2007) y enddgenos (Hodges et al., 2011)
con efecto sobre el SNC fuera de este tejido restringiendo la permeabilidad de la barrera, lo que
pudiera de igual forma estar relacionado con la susceptibilidad a enfermedades psiquiatricas o

con el empeoramiento de sus sintomas.

De acuerdo a la literatura existente, parece que el suicidio completo (Zackrisson et al., 2010),
los antecedentes personales de intentos de suicidio (Pefias-Lled6 et al., 2011), el riesgo de
suicidio (Stingl & Viviani, 2011) y la severidad de la tentativa suicida (segun la puntuacion
obtenida en la seccion “circunstancias objetivables” de la escala SIS (Beck et al., 1974)) (Pefias-
Lledo et al., 2012b) son mas frecuentes entre individuos portadores de mas de dos genes activos
CYP2D6 o portadores de una actividad enzimatica alta en el metabolismo/eliminacion de
farmacos. Ademas, muy recientemente han observado una relacion significativa entre el suicidio
consumado realizado a través de métodos violentos y el gen ABCB1 (Boiso Moreno et al.,
2013). En concreto, se ha encontrado una mayor frecuencia del alelo T en las variantes mas
comunes del gen ABCB1 (C1236T, G2677T/A, C3435T) en una poblacion forense de suicidio
consumado en comparacion con las muertes no suicidas. Por tanto, teniendo en cuenta la
informacion existente, se plantea estudiar el efecto del polimorfismo genético de la combinacion
CYP2D6/CYP2C19 y de ABCBL1. En concreto para este ultimo (ABCB1) la presencia del alelo T
y el haplotipo TT-TT-TT en las posiciones 1236, 2677 y 3435. Desde el punto de vista clinico
se plantea analizar la relacion con el riesgo de cometer tentativas suicidas severas o tentativas en
las que se utilizan métodos violentos que en ultima instancia seran las que conduzcan al
individuo al suicidio consumado. EIl objetivo Gltimo es aumentar las estrategias de prevencién,

ahorrar sufrimiento a los pacientes y costes a la sociedad.
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2. OBJETIVO GENERAL.

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general analizar el efecto que la capacidad
metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19 y el polimorfismo genético ABCB1 tienen en la
tentativa suicida, asi como, analizar el efecto que otros factores asociados puedan tener en esta

relacion.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
CYP2D6-CYP2C19 y severidad del intento de suicidio.

1. Evaluar la relacion entre la capacidad metabdlica de CYP2D6 vy la severidad del intento

de suicidio.

2. Determinar la relacion entre la capacidad metabolica de CYP2C19 vy la severidad del

intento de suicidio.
3. Analizar la relacion entre la capacidad metabolica combinada CYP2D6-CYP2C19 vy la
severidad del intento de suicidio.

ABCB1 y empleo de un método violento en el intento de suicidio.
1. Analizar la relacion entre el alelo T en las posiciones 1236, 2677 y 3435 del gen ABCB1
y el empleo de un método violento en la tentativa suicida.

2. Determinar la relacion entre el haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT del gen ABCBL1 vy el

uso de un método violento en la tentativa suicida.
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11l. MATERIAL Y METODOS

1. POBLACION DE ESTUDIO

Los estudios de la presente Tesis Doctoral han sido realizados en una poblacion de individuos

franceses que han sobrevivido a uno o varios intentos de suicidio.

La poblacion total estudiada fue de 587 individuos. Todos fueron evaluados en la unidad
especializada del Hospital Universitario de Montpellier en el sur de Francia. El total de
individuos fue incluido en el Estudio I de la presente Tesis Doctoral, mientras que 578 fueron
incluidos en el Estudio Il (para 9 individuos no se obtuvo informacion genotipica ABCB1). A
todos ellos se les realiz6 una entrevista clinica y se les tom6 una muestra de sangre para la
extraccion posterior de DNA, sobre el que se realizaron los analisis genéticos tal y como se

expone posteriormente.
1.1. Caracteristicas sociodemograéficas.

El rango de edad de los 587 individuos fue de 18 a 74 afios. En esta poblacién de estudio se
encontré una sobre-representacion de mujeres (86,9%). La mayoria de los individuos estudiados
estaban solteros (39,1%) o casados (35,2%) y el resto estaban divorciados (17,4%), separados
(6,8%) o eran viudos (1,5%).

De todos los individuos, 336 (57,2%) eran fumadores de tabaco, 94 (16,26%) no fumaban en la
actualidad pero lo habian hecho en el pasado y, el resto, no habia fumado nunca. La muestra
poseia un nivel de estudios medio (secundaria completa), estando el 50% en posesion de

estudios universitarios.

Todos los individuos informaron tener cuatro abuelos bioldgicos procedentes de paises de

Europa Occidental.
1.2. Caracteristicas clinicas.

La presencia de trastornos mentales del eje | fue valorada mediante las entrevistas MINI (Mini
Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional (Sheehan et al., 1998)) y DIGS (Entrevista
Diagnostica para Estudios Genéticos (Nurnberger et al., 1994)). De acuerdo a estas entrevistas,
la mayor parte de la poblacion con tentativas suicidas presenté al menos un diagndéstico de
trastorno mental (n=584; 99,4%), encontrandose en un gran ndmero de ellos multiples
trastornos mentales del eje | (un 41,2% de la poblacion present6 dos trastornos y el 44,1% mas
de dos).
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Los trastornos mentales méas frecuentes en esta poblacion fueron ansiedad (73,2%), episodios de
depresion mayor (67,3%), trastorno bipolar (28,8%), abuso de alcohol (28,1%), trastorno del

comportamiento alimentario (26,6%) y abuso de sustancias (18,1%).

Entre los individuos estudiados, un 45,7% informd tener antecedentes familiares de tentativa

suicida y un 64,1% de tener historia personal de intentos de suicidio.

2. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO SUICIDA.

Tras la llegada del individuo a la unidad especializada del Hospital Universitario de Montpellier
y transcurridas unas horas desde el intento de suicidio, éste es evaluado con la Escala SIS (Beck
et al., 1974) para valorar las caracteristicas de la tentativa suicida (circunstancias en las que se
produjo, actitud ante la vida y la muerte, pensamientos y conductas alrededor del episodio

suicida, etc.).

Se trata de un instrumento heteroaplicado que se utiliza para cuantificar y evaluar la
intencionalidad suicida o el grado de severidad e intensidad con el que un individuo pensé o
estd pensando suicidarse. Contiene un total de 15 items, cada uno de los cuales presenta tres
alternativas de respuesta (valorados de cero a dos puntos) que indican un grado creciente de
seriedad y/o intensidad de la intencionalidad suicida. Este cuestionario esta constituido por dos
sub-escalas “circunstancias objetivables” y “concepcion subjetiva”. La primera de las sub-
escalas (items 1 a 8) explora las caracteristicas objetivas de la tentativa de suicidio y de la
preparacién activa o proyeccion del intento de suicidio (aislamiento, grado de preparacion del
intento, precauciones contra el descubrimiento/intervencion, etc.) y la segunda de ellas (items 9
a 15) valora las expectativas durante la tentativa (reconstruye los pensamientos y sentimientos

del individuo en el momento del comportamiento suicida).
2.1 Evaluacion de la severidad del intento de suicidio.

La variable “severidad del intento suicida” fue evaluada a través de la puntuacion global

obtenida en la sub-escala “circunstancias objetivables” de la Escala SIS (Beck et al., 1974).

Un intento de suicidio fue considerado severo si la puntuacién global obtenida por el individuo
en la sub-escala estaba por encima del percentil 75, tal y como ya han propuesto y discutido
anteriormente otros autores (Pefias-Lledd et al., 2012b; Blasco-Fontecilla et al., 2013). En el
presente estudio, el percentil 75 se correspondia con una puntuacién igual o superior a ocho en

la sub-escala “circunstancias objetivables”.
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2.2 Evaluacién del uso de métodos violentos en el intento de suicidio.

Para la clasificacion de "suicidio con método violento™ se siguieron los criterios de Asberg
(Asberg et al., 1976). Estos consideran un intento de suicidio como violento, cuando el método
empleado por el individuo para intentar terminar con su vida es el ahorcamiento, el
ahogamiento, la estrangulacion y la asfixia, el uso de armas de fuego, los cortes profundos y las

caidas desde las alturas.

3. DETERMINACION DE GENOTIPOS.

Los andlisis se realizaron en el laboratorio de Farmacogenética y Medicina Personalizada del
CICAB (Centro de Investigacion Clinica del Area de Salud de Badajoz), en el Complejo

Hospitalario Universitario, sobre muestras de DNA previamente extraidas.
3.1 Metodologia empleada en la genotipacion CYP2D6/CYP2C109.

Para cada muestra se determinaron las variantes alélicas mas frecuentemente observadas en
poblaciones europeas (LLerena et al, 2014). Unas relacionadas con una actividad enzimética
nula o sin actividad (CYP2C19*2 y CYP2D6*3, *4, *4xN, *5, *6) y las otras asociadas con una
actividad incrementada (CYP2C19*17 y CYP2D6*wtxN).

La variante alélica CYP2D6*5 y la duplicacion del gen fueron analizadas mediante técnicas de
PCR-extra larga. Con el objetivo de discriminar entre los alelos CYP2D6*WtxN y *4xN en
individuos portadores de la duplicacion del gen se llevaron a cabo dos reacciones de
amplificacion (PCR-extra largas) anidadas. Ademas, estos individuos portadores de la
duplicacidn del gen fueron caracterizados por el nimero de copias mediante la técnica de PCR a
tiempo real (PCR-RT). Los analisis a tiempo real se realizaron en el termociclador ABI 7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), de acuerdo a las instrucciones del fabricante y

utilizando los ensayos Tagman para el nimero de copias (Hs00010001 cn).

Los alelos CYP2D6 *3, *4,*6, y CYP2C19 *2, *17 fueron analizados mediante la técnica PCR-
RT segun las instrucciones del fabricante, utilizando los ensayos Tagman disponibles en el
mercado para cada uno los alelos (C_ 32407232 50, C 27102431 DO, C_ 32407243 20,
C 11484460 40 y C_ 25986767 70, C 469857 10, respectivamente) y la mezcla TagMan

Universal PCR (Estudio | del anexo).
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3.2 Metodologia empleada en la genotipacion ABCB1.

Para cada individuo con tentativa suicida, los SNPs C1236T (exdn 12, rs1128503), G2677T/A
(ex6n 21, rs2032582) y C3435T (exdn 26, rs1045642) del gen ABCBL, fueron analizados
mediante la técnica PCR-RT. Los andlisis fueron realizados de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, utilizando los ensayos Tagman disponibles en el mercado para cada uno de los tres
SNPs  (C_7586662_10, C_11711720C_30, C_11711720D_40 'y  C7586657_20,

respectivamente) y la mezcla TagMan Universal PCR (Estudio Il del anexo).

3.3 Clasificacion de los individuos segun la capacidad metabolica combinada
CYP2D6/CYP2C19.

Para determinar la relacion entre la capacidad metabélica combinada CYP2D6-CYP2C19 y la
severidad del intento suicida se ha propuesto un sistema de clasificacion nuevo. Consiste en
asignar un valor numérico a cada una de las variantes alélicas de los genes CYP2D6 y CYP2C19
dependiendo del cambio que cada una de ellas origina en la actividad de la enzima (Tabla VIII).
Dicha puntuacion se basa en las propuestas descritas previamente para CYP2D6 (Gaedigk et al.,
2008) y para CYP2C19 (Mrazek et al., 2011).

Tabla VIII. Valor numérico de la capacidad metabolica estimada (“"Activity Score") asignado a cada
variante alélica CYP2D6 y CYP2C109.

Alelos CYP2D6 Alelos CYP2C19 | Activity Score | Actividad enzimatica
*3, *4, *4xN, *5, *6 *2 0 Nula
wt (*1) wt (*1) 1 Normal
wt(*1)xN *17 2 Rapida

La capacidad metabolica combinada de un individuo resulta de la suma de las puntuaciones
establecidas para los alelos de cada uno de los dos genes CYP2D6-CYP2C19. Esta puntuacion
conjunta oscila entre 0 y 7 (por ejemplo, a individuos portadores de los genotipos CYP2D6*4/*4
y CYP2C19*2/*2 se le asignara un valor numérico conjunto de O mientras que a individuos con
los genotipos CYP2D6wt/WtxN y CYP2C19*17/*17 se le asignara el valor 7).

Finalmente, los individuos son clasificados en tres grupos de acuerdo a la medida estimada de la
capacidad metabdlica combinada. Individuos con una puntuaciéon conjunta menor de 4 fueron
clasificados como individuos con una capacidad metabdlica combinada “baja”. Aquellos con un
valor de actividad global igual a 4 fueron clasificados como individuos con una capacidad
metabolica combinada “media” y aquellos con una puntuacion conjunta mayor de 4 individuos

con una capacidad metabélica combinada “alta” (Tabla IX).
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Tabla IX. Definicién de los tres grupos de acuerdo a los valores propuestos para la capacidad
metabdlica combinada de las enzimas CYP2D6 y CYP2C19.

CYP2D6 =0 CYP2D6=0,5 CYP2D6 =1 CYP2D6=1,5 CYP2D6 =2 CYP2D6 =3
CYP2C19=0 Baja Baja Baja Baja Baja Baja
CYP2C19=1 Baja Baja Baja Baja Baja Media
CYP2C19=2 Baja Baja Baja Baja Media Alta
CYP2C19=3 Baja Baja Media Alta Alta Alta
CYP2C19=4 Media Alta Alta Alta Alta Alta

*Una puntuacioén menor de cuatro se corresponde con una capacidad metabdlica baja; una puntuacion igual a cuatro
se corresponde con una capacidad metabdlica media y una puntuacidn por encima de cuatro con una capacidad

metabdlica alta.

3.4 Clasificacion de los individuos segun el haplotipo ABCBL1.

De la combinacion de los genotipos de los 3 SNPs de ABCB1 (1236C>T, 2677G>T/A y
3435C>T, respectivamente) y haciendo uso del programa estadistico PHASE (Stephens et al.,
2001) se obtienen los posibles haplotipos que pueden portar los individuos con intento de
suicidio. El haplotipo 1236T-2677T-3435T (TTT) estd presente en aquellos individuos que al
menos portan una variante T en cada uno de los tres SNPs de ABCBL1 estudiados y el haplotipo
1236TT-2677TT-3435TT (TT-TT-TT) en los homocigotos para la variable T en los tres SNPs.

Los individuos fueron clasificados en tres grupos de acuerdo a la variable independiente
“haplotipo TTT”. A los individuos homocigotos para el haplotipo TTT (TT-TT-TT) se les
asigno valor 2, a los individuos portadores de al menos un haplotipo TTT, el valor 1y a los

individuos sin el haplotipo TTT el valor 0.

El programa estadistico PHASE (Stephens et al., 2001) también fue el usado para determinar las

frecuencias esperadas.
4. ANALISIS ESTADISTICOS.

4.1 CYP2D6-CYP2C19 y severidad del intento de suicidio.

La variable dependiente “severidad del intento suicida” fue evaluada a través de la puntuacion
global obtenida en la sub-escala “circunstancias objetivables” de SIS (Beck et al., 1974). Esta
puntuacion fue explorada en primer lugar de forma dimensional o cuantitativa y en segundo de
forma cualitativa, del mismo modo que en el estudio realizado anteriormente en una muestra de
individuos espafioles con tentativa suicida severa (Pefias-Lledd et al., 2012b). La variable
independiente “capacidad metabdlica combinada” fue definida a partir de la informacion
genotipica CYP2D6 y CYP2C19, tal

y como se comenté en el apartado 3.3.

33



11l. MATERIAL Y METODOS

Para analizar la relacion entre la capacidad metabolica combinada y la severidad de la tentativa
suicida de forma cuantitativa se utilizé el modelo de regresion lineal. A continuacion, para
determinar que otras variables podrian estar asociadas a la variable dependiente y por tanto
contribuir en dicha relacion (capacidad metabolica combinada-severidad de la tentativa suicida)
se llevd a cabo un anélisis de regresion lineal maltiple ajustando por las siguientes variables:
género, edad, nivel de estudios, estado civil, trastorno mental, consumo de tabaco, antecedentes

familiares de suicidio, historia personal de tentativa suicida y edad del primer intento.

Para el analisis cualitativo, los sujetos fueron clasificados en dos grupos diferentes segln la
severidad del intento de suicidio (tentativa suicida severa si la puntuacion global en la sub-
escala "circunstancias objetivables" estaba por encima del percentil 75 y tentativa suicida no
severa si la puntuacién estaba por debajo del percentil 75). Se utilizd el modelo de regresion
logistica como test estadistico para determinar la relacion entre la capacidad metabolica
combinada CYP2D6-CYP2C19 y la severidad del intento suicida de forma cualitativa. A
continuacion, se llevo a cabo un modelo de regresién logistica maltiple para determinar si las
variables: género, edad, nivel de estudios, estado civil, trastorno mental, consumo de tabaco,
antecedentes familiares de suicidio, historia personal de tentativa suicida y edad del primer
intento, podrian estar asociadas a la variable dependiente y por tanto contribuir en dicha relacién

(capacidad metabdlica combinada-severidad de la tentativa suicida).

Para todos los andlisis, un valor menor de 0,05 se tom6 como estadisticamente significativo.

4.2 ABCB1y empleo de un método violento en el intento de suicidio.

El equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) para cada SNP del gen ABCB1 se puso a prueba

mediante el uso del paguete Adegenet del programa R, versién 3.0.2 (Jombart, 2008).

Se utilizé la prueba de asociacién lineal por lineal del test chi-cuadrado para determinar la
relacién entre el uso de un método violento en la tentativa de suicidio y la presencia del alelo T
en cada uno de los SNPs ABCB1 (C1236T, G2677T/A y C3435T) o la presencia del haplotipo
1236TT-2677TT-3435TT. Para determinar que otras variables podrian estar asociadas a la
variable dependiente y por tanto contribuir en la relacion del haplotipo 1236TT-2677TT-
3435TT con el uso de métodos violentos en la tentativa se utilizé un modelo de regresion
logistica multiple. Las variables estudiadas fueron: género, edad, nivel de estudios, estado civil,
trastorno mental (presencia o no de depresién, ansiedad, trastorno bipolar, abuso de alcohol,
trastornos del comportamiento alimentario o abuso de sustancias), consumo de tabaco,

antecedentes familiares de suicidio e historia personal de tentativa suicida.
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Se realiz6 la prueba estadistica chi-cuadrado de Pearson para determinar si las variables género
e historia personal de intentos de suicidio explicaban la relacién encontrada entre el haplotipo
1236TT-2677TT-3435TT ABCBL1 y el uso de un método violento en la tentativa suicida.

Finalmente, la prueba de asociacion lineal por lineal del test chi-cuadrado fue utilizado como
test estadistico para determinar la contribucion del haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT ABCB1
en la variable dependiente (intento de suicidio violento) en el subgrupo de mujeres que habian

cometido el intento de suicidio por primera vez mediante el uso de métodos violentos.

Para todos los analisis, un valor menor de 0,05 se tomd como estadisticamente significativo.

5. CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio fue realizado de acuerdo a las normas y objetivos propuestos en la
Declaracién de Helsinki, adoptada en la 18* Asamblea General de la Asociacion Médica
Mundial (Helsinki, Finlandia, Junio de 1964), revisada por la 298 Asamblea Médica Mundial
(Tokio, Japon, Octubre de 1975) y por la 64* Asamblea Médica Mundial (Fortaleza, Brasil
Octubre de 2013) (World Medical Association).

Los sujetos fueron informados del objetivo, del protocolo y de las caracteristicas del estudio
(verbalmente y por escrito). Todos los participantes dieron su consentimiento informado por

escrito para participar en los estudios.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica Local (CPP Sud Mediterranée 1V, CHU
Montpellier, Francia) donde se obtuvieron las muestras y realizaron los estudios clinicos y por
el Comité de Etica del Hospital Universitario “Infanta Cristina” de Extremadura y la Comision
de Bioética de la Universidad de Extremadura (Badajoz, Espafia) para el posterior manejo de las

muestras y sus analisis.
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IV. RESULTADOS

1. CYP2D6-CYP2C19 Y SEVERIDAD DEL INTENTO DE SUICIDIO.

1.1 Relacion entre la capacidad metabdlica CYP2D6 y la severidad de la tentativa suicida.

Uno de los objetivos del presente estudio fue determinar la relacion entre la capacidad
metabdlica CYP2D6 y la severidad del intento suicida en una poblacién europea de individuos

que sobrevivieron al intento de suicidio.

Tal y como se comentd en la seccién de Material y Métodos, la variable independiente
“capacidad metabolica CYP2D6” fue definida a partir de la informacion genotipica y la variable
dependiente “severidad del intento suicida” fue evaluada a través de la puntuacion global
obtenida en la sub-escala “circunstancias objetivables” de la Escala SIS (Beck et al., 1974).
Como se detalla a continuacion, esta relacion fue explorada primero de forma cuantitativa y

segundo de forma cualitativa.

En primer lugar, para evaluar de forma cuantitativa la influencia de la capacidad metabdlica
CYP2D6 en la severidad de la tentativa suicida se realizd un analisis de regresion lineal. No se
encontrd una asociacion significativa. Por tanto, en segundo lugar los sujetos fueron clasificados
cualitativamente en dos grupos de acuerdo a la severidad del intento de suicidio: "severo" vs "no
severo" (considerando como punto de corte el percentil 75 de la sub-escala “circunstancias
objetivables”; apartado 2.1). A continuacion se realiz6 un analisis de regresion logistica para
determinar la influencia de la capacidad metabdlica CYP2D6 en la severidad de la tentativa
suicida. Mediante esta evaluacion cualitativa tampoco se encontré una relacion significativa.
Como puede observarse en la Tabla X la distribucién de individuos segun la capacidad
metabdlica CYP2D6 no difiere de forma significativa entre las tentativas suicidas severas y no

Severas.

Tabla X. Distribucion de la capacidad metabolica CYP2D6 segln la severidad del intento de suicidio en
pacientes que han sobrevivido al intento de suicidio (analisis cualitativo).

Capacidad metabolica combinada
CYP2D6=0 CYP2D6=0,5 CYP2D6=1 CYP2D6=1,5 CYP2D6=2 CYP2D6>2

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Intento de suicidio severo
(n=187: 31.9%) 7(3,7) 1(0,5) 59 (31,6) 4(2,1) 103 (55,1) 13 (7,0
Intento de suicidio no severo
(n=400: 68,1%) 15(3,8) 3(0,8) 146 (36,5) 16 (4,0) 202 (50,5) 18 (4,5)
Total (n=587) 22 (3,7) 4(0,7) 205 (34,9) 20 (3,4) 305 (52,0) 31(5,3)
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1.2 Relacion entre la capacidad metabolica CYP2C19 y la severidad de la tentativa

suicida.

La relacion entre la capacidad metabdlica de CYP2C19 y la severidad del intento de suicidio

también fue evaluada de forma cuantitativa y cualitativa.

Para la evaluacion cuantitativa también se utiliz6 un anélisis de regresion lineal, y no se
encontrd una relacion significativa entre la capacidad metabolica CYP2C19 y la severidad de la
tentativa suicida. Clasificando de forma cualitativa la poblacion segun la severidad del intento
de suicidio (severo vs no severo) y utilizando un andlisis de regresion logistica tampoco se
observé una relacidn significativa. Esto es, la distribucidn de individuos segln la capacidad
metabodlica de CYP2C19 no difiere de forma significativa entre las tentativas suicidas severas y

no severas (Tabla XI).

Tabla XI. Distribucién de la capacidad metabdlica CYP2C19 segun la severidad del intento de suicidio
en pacientes que han sobrevivido al intento de suicidio (andlisis cualitativo).

Capacidad metabolica combinada
CYP2C19=0 CYP2C19=1 CYP2C19=2 CYP2C19>2

n(%o) n(%o) n(%o) n(%)
Intento de suicidio severo
(n=187: 31,9%) 2(1,1) 27 (14,4) 87 (46,5) 71 (37,9)
Intento de suicidio no severo
(n=400: 68,1%) 7(1,8) 71 (17,8) 195 (48,8) 127 (31,8)
Total (n=587) 9(1,5) 98 (16,7) 282 (48,0) 198 (33,7)

1.3 Relacion entre la capacidad metabolica combinada CYP2D6-CYP2C19 y la severidad

del intento de suicidio.

1.3.1 Evaluacién cuantitativa.

A) Andlisis univariado: se realizé un analisis de regresion lineal para evaluar la influencia de la
“capacidad metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19” (clasificada como baja, media y alta)
en la severidad del intento suicida. Se encontré una asociacion significativa entre la capacidad
metabdlica combinada y la severidad de la tentativa (p = 0,02). En la Figura 5 puede observarse
una mayor severidad del intento de suicidio en aquellos individuos con una mayor capacidad

metabolica combinada.
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Figura 5. Influencia de la capacidad metabolica combinada de CYP2D6-CYP2C19 (clasificada como
baja, mediay alta) en la severidad de la tentativa suicida (puntuacion global en la seccién
““circunstancias objetivables™ de la Escala SIS (Beck et al., 1974)).

B) Andlisis multivariado: se realiz6 un analisis de regresion lineal maltiple para determinar que
otras variables podrian estar asociadas a la variable dependiente y por tanto contribuir en dicha
relacion (capacidad metabdlica combinada-severidad de la tentativa suicida). Las covariables
estudiadas fueron: género, edad, nivel de estudios, estado civil, trastorno mental, consumo de
tabaco, antecedentes familiares de suicidio, historia personal de tentativa suicida y edad del
primer intento. Al ajustar por estas covariables no se observa una asociacion significativa entre
la capacidad metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19 y la severidad de la tentativa suicida
pero si entre los antecedentes familiares de suicidio y la severidad de la tentativa. Esto quiere
decir que la relacion previamente descrita entre la capacidad metabdlica combinada y la

severidad de la tentativa puede estar influenciada por los antecedentes familiares de suicidio.

Esta relacion fue explorada de forma cualitativa.

1.3.2 Evaluacién cualitativa.

A) Analisis univariado: para este analisis los sujetos fueron clasificados en dos grupos de
acuerdo a la severidad del intento de suicidio: "severo” vs "no severo". Se realizd un analisis de
regresion logistica para evaluar la influencia de la capacidad metabolica combinada CYP2D6-
CYP2C19 en la severidad de la tentativa suicida. Se observoé que entre los individuos con
tentativa suicida severa la proporcion de sujetos con actividad enzimatica CYP2D6-CYP2C19
incrementada fue mayor que la proporcion encontrada en el grupo de tentativas suicidas no
severas (p = 0,01). Esta relacion fue lineal, ya que pudo observarse una menor proporcion de
individuos con capacidad metabdlica combinada reducida en el grupo de tentativas suicidas
severas en comparacion con la proporcién encontrada en el subgrupo de individuos con

tentativas suicidas no severas (Tabla XII).
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Tabla XI1. Distribucidn de la capacidad metabolica combinada de CYP2D6 y CYP2C19 segin la
severidad del intento de suicidio en los pacientes que han sobrevivido al intento de suicidio (andlisis
cualitativo).

Capacidad metabolica combinada

2D6+2C19 reducida  2D6+2C19intermedia 2D6+2C19 incrementada

n(%) n(%) n(%)
Intento de suicidio severo
(n=187: 31,9%) 59 (31,6) 74 (39,6) 54 (28,9)
Intento de suicidio no severo
(n=400: 68,1%) 163 (40,8) 156 (39,0) 81 (20,3)
Total (n=587) 222 (37,8) 230 (39,2) 135 (23,0)

B) Analisis multivariado: utilizando un modelo de regresion logistica maltiple y ajustando por
las covariables (género, edad, nivel de estudios, estado civil, trastorno mental, consumo de
tabaco, antecedentes familiares de suicidio, historia personal de tentativa suicida y edad del
primer intento) se observé una asociacion significativa entre la capacidad metabdlica combinada
CYP2D6-CYP2C19 incrementada y la tentativa de suicidio severa (OR = 1,37; IC 95%: 1,05 a
1,78, p = 0,02). También se observo que la covariable “antecedentes familiares de suicidio”
parecia influir en la relacién anteriormente observada entre la capacidad metab6lica combinada
y la severidad de la tentativa, al contribuir de manera significativa en el modelo de regresion
(OR =1,99, IC 95% = 1,35 a 2,96, p = 0,01). Por tanto, la poblacion de individuos con tentativa
de suicidio fue clasificada en dos grupos, aquellos "con y sin antecedentes familiares de
suicidio”.

Relevancia de los Antecedentes familiares de conducta suicida: se realiz6 un nuevo analisis de
regresion logistica en cada uno de estos grupos (con y sin antecedentes familiares) para
determinar la influencia de la capacidad metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19 en la
severidad de la tentativa suicida. Se observd una relacion significativa entre la capacidad
metabolica combinada y la severidad del intento de suicidio en el subgrupo de individuos sin
antecedentes familiares de suicidio (52% de la poblacién) (OR = 1,82, IC 95% = 1,19-2,77,
p = 0,01). Ademas, este subgrupo de la poblacion presentd caracteristicas diferenciales. Se
encontrd que los sujetos sin antecedentes familiares de suicidio realizaban el primer intento con
una edad media superior que aquellos con antecedentes familiares (29,8+13,2 vs. 27,4+11,9, p <
0,05). También se observéd en esta subpoblacién una menor frecuencia de abuso de alcohol (p <
0,05) o tabaco (p < 0,05) una menor frecuencia de individuos que utilizaron métodos violentos

en la tentativa suicida.
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2. ABCB1Y EMPLEO DE UN METODO VIOLENTO EN EL INTENTO DE SUICIDIO.

2.1 Relacion entre el alelo T y el empleo de un método violento en el intento de suicidio.

Uno de los objetivos de este estudio fue determinar la relacion entre el alelo T en las posiciones
1236, 2677 y 3435 del gen ABCBL1 y el empleo de un método violento en la tentativa suicida en

una poblacidn europea de individuos que sobrevivieron al intento de suicidio.

Para evaluar dicha relacion se utiliz6 como modelo estadistico el test chi-cuadrado. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Como puede observarse en la Tabla
XII1, la frecuencia de heterocigotos u homocigotos del alelo T para cada uno de estos 3 SNPs,
no vario de forma significativa entre los individuos con intento de suicidio que emplearon un

método violento y los que utilizaron un método no violento.

Tabla XI11. Distribucién de los SNPs de ABCBL1 en la poblacion de tentativa suicida (n=578) y en los
individuos que emplearon métodos violentos y no violentos.

n(%)
SNPs Genoti Intento de Suicidio  Intento de Suicidio Violento  Intento de Suicidio No Violento
w (n=578) (n=96) (n=482)
C1236T cc 186 (32,2) 25 (26,0) 161 (33,4)
cT 322 (55,7) 54 (56,3) 268 (55,6)
1T 70 (12,1) 17 (17,7) 53 (11,0)
G2677T/IA GG 187 (32,4) 25 (26,0) 162 (33,6)
GT 302 (52,2) 48 (50,0) 254 (52,7)
TT 72 (12,5) 20 (20,8) 52 (10,8)
GA 9(L6) 2(21) 7(L5)
TA 7(12) 1(1,0) 6(L2)
AA 1(0,2) 0 1(0,2)
C3435T cc 139 (24,0) 23 (24,0) 116 (24,1)
cT 313 (54,2) 46 (47,9) 267 (55,4)
T 126 (21,8) 27 (28,1) 99 (20,5)

2.2. Relacion entre el haplotipo TTT y el empleo de un método violento en el intento de
suicidio.
Los haplotipos mas frecuentes en esta poblacion fueron CGC (44,90%), TTT (34,79%) y TGC

(11,52%). De acuerdo con el objetivo del estudio, se analizo la relacion entre el haplotipo TTT y

el método empleado en el intento de suicidio.

A) Analisis univariado: para determinar la relacion entre el haplotipo 1236T-2677T-3435T
(TTT) y el empleo de un método violento en la tentativa suicida se utilizo el test estadistico chi-
cuadrado. Para este anélisis los individuos fueron clasificados en tres grupos (homocigotos para
el haplotipo TTT (TT-TT-TT), portadores de al menos un haplotipo TTT e individuos sin el
haplotipo TTT).

40



IV. RESULTADOS

Como puede observarse en la Tabla XIV entre los individuos que utilizan métodos violentos en
la tentativa suicida la frecuencia del haplotipo ABCB1 1236TT-2677TT-3435TT fue
significativamente méas alta (valor de la prueba de asociacion lineal por lineal del test chi-
cuadrado = 5,67; p = 0,017).

Tabla XIV. Distribucion de haplotipos TTT ABCB1 en la poblacidn de individuos que emplearon
métodos violentos y no violentos en el intento de suicidio (n=578).

Haplotipos ABCB1 (C1236T, G2677T, C3435T)

NoTTT TTT TTT-TTT
n(%o) n(%o) n(%o)
Intento de Suicidio Violento (n=96; 16.6%c) 31(13.8) 49 (16.4) 16 (29.6)
Intento de Suicidio No Violento (n=482; 83.4%) 194 (86.2) 250 (84.6) 38 (70.4)
Total 225 (38.9) 299 (51.7) 54 (9.3)

B) Andlisis multivariado: mediante el uso de un modelo de regresion logistica multiple se
determind el efecto o la contribucion de las covariables (género, edad, estado civil, nivel de
estudios, trastorno mental, consumo de tabaco, antecedentes familiares de suicidio e historia
personal de intentos de suicidio) en la variable dependiente “uso de métodos violentos en el

intento de suicido”.

De todas las covariables analizadas, el “género” y la “historia personal de intentos de suicidio”
parecian influir parcialmente en la relacion anterior observada entre el haplotipo 1236TT-
2677TT-3435TT de ABCB1 y el uso de un método de suicidio violento. Por tanto, esta relacion
fue explorada: a) en la poblacion de mujeres exclusivamente (87% de la poblacion total) y b) en
la poblacion de mujeres en funcién del nimero de suicidios previos (cero, siendo este el primer

intento 0 mas de uno contando con el presente).

Relevancia del género y la historia personal de intentos de suicidio (Tabla XV): al considerar
solo la poblacion de mujeres (n = 505), se observd que la relacion significativa encontrada
anteriormente entre el haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT y el uso de un método violento
durante la tentativa suicida se incrementaba (valor de la prueba de asociacién lineal por lineal
del test chi-cuadrado = 6,63; p = 0,01).

41



IV. RESULTADOS

En el segundo de los analisis se encontrd que, en el subgrupo de mujeres que habian cometido el

intento de suicidio por primera vez y mediante el uso de métodos violentos, la frecuencia del
haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT de ABCBL1 fue mayor (valor de la prueba de asociacién

lineal por lineal del test chi-cuadrado = 4,64; p = 0,03). De hecho, la presencia de este haplotipo

aumentaba mas de tres veces el riesgo de usar un método violento en las mujeres que

presentaban su primera tentativa suicida (OR = 3,6; 1C95%: 1,08-12,09; p = 0,04).

Tabla XV. Distribucion de haplotipos TTT ABCBL1 en la poblacién de mujeres (n=505) que utilizan

métodos violentos y no violentos y han intentado suicidarse por primera vez frente a aquellas que lo han

intentado dos 0 mas veces.

Haplotipos ABCB1 (C1236T, G2677T, C3435T)

NoTTT TTT TTT-TTT
n(%o) n(%o) n(%o)

Primer Intento de Suicidio (n=172)
Violento (n=8; 4.7%) 1(1.5) 5(5.4) 2 (16.7)
No Violento (n=164; 95.3%) 66 (98.5) 88 (94.6) 10 (83.3)
Segundo o0 més Intentos de Suicidio (n=333)
Violento (n=61; 18.3%) 20 (15.7) 30 (17.3) 11 (33.3)
No Violento (n=272; 81.7%) 107 (84.3) 143 (82.7) 22 (66.7)
Total 194 (38.4) 266 (52.7) 45 (6.9)
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V. DISCUSION

1. CAPACIDAD METABOLICA COMBINADA CYP2D6-CYP2C19 Y SEVERIDAD
DEL INTENTO DE SUICIDIO.

1.1 Relacidn entre la capacidad metabdlica CYP2D6 y la severidad de la tentativa suicida.

Se analiz6 de forma independiente la influencia de la capacidad metabdlica CYP2D6 en la
severidad de la tentativa suicida segin la puntuacion global obtenida en la sub-escala
“circunstancias objetivables” de SIS. Esta relacion fue explorada de forma cuantitativa y
cualitativa, si bien no se observé una relacion significativa entre la capacidad metabdlica
CYP2D6 vy la severidad de la tentativa suicida. Sin embargo, esta relacion si fue observada
anteriormente en una poblacion espafiola de individuos con tentativa suicida (Pefias-Lledo et al.,
2012b). La discrepancia en los resultados podria ser explicada por la menor frecuencia de
individuos portadores de mas de dos genes activos CYP2D6 (gUMs) hallada en la poblacién de
Francia respecto a la frecuencia de gUMs CYP2D6 observada en Espafia (LLerena et al., 2014).
Sin embargo, la frecuencia observada en la poblacion de estudio fue similar a la frecuencia
encontrada en otras poblaciones caucasicas de pacientes psiquiatricos en las que analizaban la
influencia del polimorfismo CYP2D6 en la respuesta al tratamiento antidepresivo (Kawanishi et
al., 2004; Mrazek et al., 2011; Schenk et al., 2008).

Otra de las causas que podrian explicar la falta de asociacion entre la capacidad metabélica
incrementada CYP2D6 y la severidad del intento de suicidio es el tipo de sustrato que el
individuo estuviera recibiendo. En este sentido, pudiera ser que el individuo estuviera bajo
tratamiento o uso de farmacos que no fueran principalmente metabolizados por CYP2D6,
siendo menor su influencia en la respuesta al tratamiento, y por tanto, en la severidad del intento
suicida. Consecuentemente, cabria esperar que los pacientes que sobrevivieron a la tentativa
suicida en Espafia (Pefias-Lledé et al., 2012b), estuvieran principalmente en tratamiento con
farmacos metabolizados por CYP2D6, lo cual explicaria que aquellos con actividad

incrementada hicieran una tentativa severa.

Esta discrepancia encontrada entre el presente estudio y otros previos en cuanto a la relacion de
la capacidad metabdlica de CYP2D6 con la severidad del intento suicida segun la sub-escala
“circunstancias objetivables” necesita ser esclarecida, pues una de las limitaciones importantes

del estudio fue la falta de informacion sobre el tratamiento administrado a cada paciente
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1.2 Relacion entre la capacidad metabolica CYP2C19 y la severidad de la tentativa

suicida.

Al analizar la influencia de la capacidad metabolica de CYP2C19 en la severidad de la tentativa
suicida tampoco se observé una relacion significativa. La frecuencia de individuos portadores
del alelo CYP2C19*17 hallada en la poblacion de Francia fue similar a la frecuencia encontrada
en otras poblaciones caucésicas de pacientes psiquiatricos en tratamiento antidepresivo(de Vos
et al., 2011; Huezo-Diaz et al., 2012; Mrazek et al., 2011; Rudberg et al., 2008a; Rudberg et al.,
2008b; Schenk et al., 2010). Por tanto, los resultados obtenidos podrian ser debidos al tipo de
sustrato que la poblacion estuviera recibiendo, ya que CYP2C19 no es la Gnica via implicada en
el metabolismo de los farmacos que se administran para prevenir la conducta suicida y tampoco
es la via principal para muchos de ellos. En este sentido, si solo una parte de la poblacion
hubiera estado bajo tratamiento con farmacos principalmente metabolizados por CYP2C19 no
hubiera sido posible observar su influencia en la respuesta al tratamiento, y por tanto, en la
severidad del intento suicida. Esto solo seria posible agrupando a la poblacion por tipo de
sustrato, una de las limitaciones del presente estudio. Ademas, frecuentemente los individuos
con conducta suicida se encuentran en tratamiento concomitante, entre otros, con inhibidores
CYP2C19. Estos farmacos bloguean la enzima y disminuyen su actividad, originando como
consecuencia, mayores niveles plasmaticos del farmaco en cuestion. De manera que un
individuo UMs CYP2C19 podria convertirse transitoriamente en un EMs (Shah & Smith, 2015)
siendo imposible evaluar si este individuo gUMs podria presentar falta de respuesta al

tratamiento y una conducta suicida.

Por otra parte, la conducta suicida podria deberse a la implicacion de esta enzima en el
metabolismo de sustratos enddgenos con efecto sobre el SNC. Sin embargo, son pocos e in vitro
los estudios que observan la implicacidn del polimorfismo CYP2C19 en los niveles de estos
sustratos enddgenos (Cheng et al., 2001; Cribb et al., 2006; Yamazaki & Shimada, 1997).
Ademas, ninguno de éstos in vitro o in vivo observa la posible contribucion de estos niveles en
la capacidad cognitiva y el comportamiento como consecuencia del polimorfismo genético
CYP2C109.
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1.3 Relacion entre la capacidad metabolica combinada CYP2D6-CYP2C19 y la severidad
del intento de suicidio.

Al analizar la relacion entre la capacidad metabolica combinada CYP2D6-CYP2C19 y la
severidad del intento suicida en una poblacion europea de individuos que sobrevivieron a uno o
varios intentos de suicidio se encontré por primera vez una asociacion significativa. En
concreto, se observo una mayor capacidad metabolica combinada entre aquellos individuos con

una mayor severidad del intento de suicidio.

Estos resultados son consistentes con el hecho de que muchos de los farmacos que se utilizan
para prevenir o tratar a individuos con historia personal de suicidio son metabolizados
principalmente por las enzimas CYP2D6 y CYP2C19 (Tablas Il y V) que también participan
en el metabolismo de sustratos enddgenos (LLerena et al., 2009; Pefias-LLed6 & LLerena,
2014; Persson et al., 2014; Sim et al., 2013; Stingl et al., 2013). Teniendo en cuenta que dichas
enzimas metabolizan tanto sustratos endégenos como farmacos con efecto sobre el SNC, la
relacién encontrada podria deberse tanto a una como a la otra hipétesis, algo que no puede
discernirse con el presente estudio. Son necesarios estudios posteriores en los que se determine

la influencia relativa de cada una de estas variables.

Por una parte, los resultados encontrados en la poblacion de estudio podrian deberse a una
diferencia en los niveles plasmaticos alcanzados de los farmacos que se administran para
prevenir la conducta suicida. En este sentido, es de esperar que individuos con una capacidad
metabodlica incrementada en tratamiento con sustratos CYP2D6 y/o CYP2C19 presentaran
niveles plasmaticos bajos que podrian llegar a condiciones sub-terapéuticas. Por tanto, la
tentativa de suicidio severa podria haber sido consecuencia de la ineficacia o falta de respuesta
al tratamiento farmacol6gico con sustratos CYP2D6 y/o CYP2C19, tal y como manifiestan
algunos de los estudios que analizan de forma independiente la influencia de cada una de estas
enzimas en la respuesta al tratamiento (Baumann et al., 1998; Kawanishi et al., 2004; Mrazek et
al., 2011; Rau et al., 2004). Sin embargo, para este estudio no se disponia de informacién sobre
el tratamiento y los niveles plasmaticos alcanzados de los farmacos administrados a cada
paciente. Pero incluso teniendo esta informacion, una dificultad adicional seria poder establecer
la relacion entre el nivel plasmatico y el suicidio, ya que en farmacologia en general y en
psicofarmacologia en particular no siempre existe una relacién lineal entre niveles plasmaticos y
efecto. Por otra parte la participacion de metabolitos activos en el efecto farmacol6gico, puede

hacer aun mas dificil aclarar la naturaleza de esta relacion.
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Por otra parte, los resultados encontrados en la poblacion de estudio podrian deberse a la
implicacion de estas enzimas en el metabolismo de sustratos endogenos con efecto sobre el
SNC. Una variabilidad en los niveles de estos sustratos endégenos como consecuencia del
polimorfismo CYP2D6 y/o CYP2C19 podrian originar cambios en el comportamiento tal y
como manifiestan algunos de los estudios que analizan de forma independiente la influencia de
cada una de estas enzimas en los rasgos de personalidad (Bertilsson et al., 1989; Gan et al.,
2004; Gonzalez et al., 2008; Kirchheiner et al., 2006; A Llerena et al., 1993; Roberts et al.,
2004), en la funcién neurocognitiva (Pefias-Lled6 et al., 2010; Pefias-Lled6 et al., 2009) o en la
vulnerabilidad a trastornos mentales (Blasco-Fontecilla et al., 2013; Dahl et al., 1998; Josefsson
et al., 2004; Llerena et al., 2007; Pefias-Lledd et al., 2012a; Pefias-Lledd et al., 2012c; Sim et al.,
2010).

En este estudio también se observo que, la relacién entre una capacidad metabdlica CYP2D6-
CYP2C19 incrementada y una tentativa suicida severa parecia ser especialmente relevante entre
aquellos sujetos sin antecedentes familiares de suicidio. Este tipo de individuos podria
representar un fenotipo clinico diferenciado del conjunto global y heterogéneo de sujetos con
tentativas de suicidio. Los individuos sin antecedentes familiares de suicidio mostraban una
edad media superior en su primera tentativa suicida, una menor frecuencia de individuos con
abuso de alcohol o tabaco y una menor frecuencia de individuos con métodos violentos en la
tentativa suicida. Por tanto, las personas sin antecedentes familiares de suicidio son menos
vulnerables al mismo necesitando situaciones de mayor estrés que les hagan precipitarse a ello
(Mann, et al., 1999). Un mayor estrés podria ser provocado por una falta de respuesta a un
tratamiento con sustratos CYP2D6 y/o CYP2C19 en personas con una capacidad metabdlica
incrementada de estos CYPs. Esta situacion podria agravar el grado de la enfermedad mental
subyacente que pretende ser tratada y aumentar asi la desesperanza, guiando al individuo hacia
la conducta suicida. Sin embargo, la causa de la relacion encontrada entre la capacidad
metabolica combinada CYP2D6-CYP2C19 vy la severidad del intento suicida segin la sub-

escala “circunstancias objetivables” esta por determinar.

En resumen los resultados del presente trabajo revelan que una mayor capacidad metabdlica
CYP2D6-CYP2C19 en pacientes sin antecedentes familiares de suicidio se relacionaria con la
severidad del intento suicida. Por tanto estos factores deberian ser considerados en los

programas de prevencion y tratamiento de la conducta suicida.
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2. ABCB1Y EMPLEO DE UN METODO VIOLENTO EN EL INTENTO DE SUICIDIO.

2.1 Relacion entre el alelo T/haplotipo TT-TT-TT del gen ABCB1 y el empleo de un

método violento en el intento de suicidio.

El objetivo del estudio fue determinar la relacion entre la variacion genética de ABCB1 (alelo T
y haplotipo TT-TT-TT en las posiciones 1236, 2677 y 3435) y el uso de un método violento en
la tentativa suicida en una poblacion europea de individuos que sobrevivieron a uno o varios
intentos de suicidio. Los resultados obtenidos muestran una relacion significativa. En concreto,
parece que la utilizacion de un método violento es mas frecuente en los individuos portadores
del haplotipo ABCB1 1236TT-2677TT-3435TT y menos frecuente entre aquellos individuos
que no lo portan. Este hallazgo es de gran relevancia, ya que el hecho de utilizar un método
violento en el intento de suicidio incrementa el riesgo de letalidad (Gunnell et al., 2005;
Runeson et al., 2010). Estos resultados son consistentes con los datos recientemente reportados
en una poblacién forense (Boiso Moreno et al., 2013), dénde encontraron una mayor frecuencia
del alelo T en las tres mismas posiciones de ABCB1 (1236, 2677 y 3435) en individuos que

murieron por suicidio violento en comparacién con aquellos que murieron por otras causas.

Los resultados encontrados en el presente estudio también revelan que el género femenino
explica parcialmente la relacién encontrada entre el haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT de
ABCB1 y el uso de un método violento de intento de suicidio. Este resultado se encuentra
indirectamente de acuerdo con la relacién encontrada en la poblacion forense sueca (riesgo
mayor de suicidio mediante el uso de un método violento en hombres segin la variabilidad
genética del ABCB1) (Boiso Moreno et al., 2013). Si bien el género es diferente, la relacion
encontrada podria deberse a una sobre-representacién de mujeres (87,37%) en el presente
estudio y a una sobre-representacion de hombres (76%) en el estudio de Boiso et al. (Boiso
Moreno et al., 2013). Por tanto, aunque parece que los hombres tienden a completar el suicidio a
través de acciones de alta mortalidad (uso de armas de fuego o ahorcamiento) con mas
frecuencia que las mujeres (Schrijvers et al., 2012; Varnik et al., 2008), el presente estudio
podria sugerir que la variacion genética en estos tres SNPs del ABCB1 pudiera predisponer de
igual forma a hombres y mujeres al uso de métodos violentos de suicidio. La presencia de la
variante T en los SNPs 1236C>T, 2677G>T/A y 3435C>T podria igualmente aumentar la
probabilidad de letalidad en hombres y mujeres debido a la eleccion de medios violentos que le

aseguren la muerte.
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La relacion observada entre el haplotipo 1236TT-2677TT-3435TT de ABCB1 y el uso de
métodos violentos en las tentativas suicidas es intrigante y podria ser explicada por la
participacion de la P-gp en el transporte de sustratos enddgenos (lipidos, hormonas esteroideas,
glucocorticoides o péptidos) o exdgenos (farmacos u otros xenobidticos clinicamente Utiles)
(Hodges et al., 2011). Hay estudios in vitro que asocian el haplotipo 1236T-2677T-3435T con
una reduccion (80-100%) de la capacidad del transportador P-gp (Salama et al., 2006) y autores
que proponen que esta disminucidn de la funcion pudiera originar una acumulacion potencial de

sustancias tdxicas (Fujii et al., 2012).

Por un lado, existen estudios in vivo en modelos animales de ratones que indican que la P-gp
regula el acceso al cerebro de sustancias enddgenas. Entre estas sustancias se encuentran
glucocorticoides como la corticosterona y el cortisol, necesarios para que el organismo resista
situaciones de estrés, y hormonas esteroideas como la aldosterona (Uhr et al., 2002). En este
sentido se ha observado que la ausencia de funcion del transportador P-gp en la barrera
hematoencefalica origina cambios en la actividad y regulacion del sistema hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA), que controla las respuestas al estrés (Muller et al., 2003). De este
modo, los sujetos con una baja capacidad de eflujo podrian presentar alteraciones del sistema
HPA y niveles altos de cortisol, lo cual se ha visto que influye en pacientes suicidas
independientemente de la presencia de un trastorno mental de tipo depresivo (Van Heeringen &
Mann, 2014). De hecho, la falta de regulacion o alteracién del sistema HPA, como se demuestra
por la no supresién de la dexametasona (glucocorticoide sintético similar al cortisol), es uno de
los predictores bioldgicos mas prometedores de suicidio completo, incrementando el riesgo de
suicidio 4,5 veces (Mann & Currier, 2007). Ademas, individuos con el haplotipo 2677T-3435T
parecen mostrar una disminucion de la liberacion de ciertas citoquinas como IFN-gamma, IL-2,
IL-4 y TNF-alfa en los cultivos tratados con dexametasona, lo que sugiere la posible
participacion de la P-gp en el transporte de estas citoquinas y en la respuesta a la terapia con
dexametasona. Varios estudios informan de diferentes niveles de citoquinas en lo que respecta a

la conducta suicida (revisado en Serafini et al., 2013).

Por otro lado, la relacidn encontrada en el presente estudio pudiera ser debida a una diferencia
en los niveles plasmaticos de los farmacos que se administran para prevenir la conducta suicida
y que son transportados por la P-gp. El alelo T podria estar implicado en el éxito (remision de
los sintomas) del tratamiento (un tratamiento rapido y eficaz de la patologia subyacente seria

relevante para reducir las ideas y los pensamientos suicidas).
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Varios estudios han indicado que la ausencia o reduccion de actividad asociada al alelo T
implica mayores niveles plasmaticos pero, en la barrera hematoencefalica, podria tener lugar
una acumulacion del farmaco que podria llegar a ser potencialmente toxica. Varios estudios
observan mayores niveles plasmaticos de otros farmacos sustratos de la P-gp en individuos
portadores del alelo T (Anglicheau et al., 2003; Chowbay et al., 2003; Keskitalo et al., 2008;
Neuvonen et al., 2011) y efectos secundarios neuropsiquiatricos (Aarnoudse et al., 2006), lo que
pudiera estar relacionado con los resultados presentados. Sin embargo, en otro estudio dénde se
analiza la implicacion del alelo T (posicion 2677 del ABCB1) en los niveles en plasma y fluido
cerebroespinal de citalopram (sustrato de la P-gp con efecto sobre el SNC) (Nikisch et al., 2008)
se observd, al contrario de lo esperado, una reduccion significativa de los niveles en plasma y
fluido cerebroespinal en los sujetos con depresién que portan el genotipo 2677TT. Ademas,
observan que los individuos sin respuesta al tratamiento son aquellos que presentan menores
niveles en plasma y en fluido cerebroespinal del farmaco y, precisamente, entre los que la
frecuencia del genotipo 2677TT es mayor. Consistentemente, un estudio previo realizado en una
poblacidon forense, no encuentra relacion entre el suicidio y la intoxicacidn con el antidepresivo
venlafaxina (Karlsson et al., 2013) pero, curiosamente, alrededor del 70% de las personas
homocigotas para el alelo T en las tres posiciones de ABCB1 (1236, 2677, 3435) mueren por
suicidio utilizando métodos violentos (ahorcamiento y ahogamiento). Estos resultados parecen
conflictivos y sugieren la necesidad de futuros estudios que evallien la relacién entre el
polimorfismo de ABCB1 y el uso de métodos violentos controlando el tratamiento

antidepresivo, al tratarse de un posible factor que pueda influir en esta relacion.
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3. DISCUSION GENERAL.

3.1 Diferencias interindividuales en el transporte y metabolismo de farmacos.

Con frecuencia, para prevenir la conducta suicida se emplean antidepresivos, benzodiacepinas,
anticonvulsivantes, litio y antipsicoticos, abordando asi la patologia subyacente y los sintomas
relacionados con la tristeza, ansiedad, insomnio, impulsividad, etc., que pueden actuar como
factores de riesgo adicional (SNS, 2010). Muchos de estos farmacos son sustratos de CYP2D6,
CYP2C19 (ver Tablas Il y V) y/o P-gp (ver Tabla VI). En este sentido se deduce como
hipotesis que la conducta suicida pudiera estar mediada por la presencia de niveles plasmaticos
sub-terapéeuticos y, por tanto, ineficaces de farmacos sustratos CYP2D6 y/o CYP2C19 en
pacientes con capacidad metabdlica incrementada para estas dos enzimas, y/o por la
acumulacion potencial del farmaco en pacientes con una capacidad reducida de eflujo del
transportador P-gp (portadores del haplotipo TT-TT-TT). Curiosamente, apenas hay estudios de

farmacogenética del suicidio que evallen estas enzimas y/o el transportador.

De acuerdo con la hip6tesis propuesta, varios son los estudios que han observado una reduccién

significativa de los niveles plasmaticos de antidepresivos TCA como nortriptilina (Dalén et al.,
1998; Hodgson et al., 2014; Steimer et al., 2004, 2005), desipramina/imipramina (Schenk et al.,
2008) y clomipramina (de Vos et al., 2011) en individuos portadores de variantes alélicas
CYP2D6 activas multiplicadas. Ademés, también han encontrado una reduccion significativa
del ratio metabdlico de amitriptilina/nortriptilina entre los portadores del alelo CYP2C19*17 (de
Vos et al., 2011) y concentraciones plasmaticas medias de imipramina aproximadamente un
30% mas bajas en pacientes con el genotipo CYP2C19*17/*17. Sin embargo, también hay
estudios que no observan una clara relacion entre los UMs CYP2D6 y el metabolismo de
antidepresivos como amitriptilina (Grasmader et al., 2004; Koski et al., 2006) o nortriptilina
(Koski et al., 2006). Los resultados contradictorios observados para CYP2D6 pudieran ser
debidos a la menor contribucion de la enzima en el metabolismo de estos TCA (CYP2D6
implicado principalmente en el metabolismo de aminas secundarias; revisado por Spina & de
Leon, 2015). Ademas, los resultados del estudio con amitriptilina (Grasméder et al., 2004)
pudieran ser debidos al bajo nimero de individuos en tratamiento con este antidepresivo
triciclico (n=9 de 136 sujetos) y al hecho de que solo midieron los niveles plasmaticos en tres de
ellos. Solo un individuo present6 la duplicacion del gen CYP2D6 y mostré niveles plasmaticos
de amitriptilina dentro del rango, debido probablemente a un proceso conocido como feno-
conversion por inhibiciéon enzimatica. Esto es, en este estudio (Grasmader et al., 2004) los

individuos estaban en tratamiento concomitante, entre otros, con inhibidores CYP2D6.
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Estos farmacos inhibidores que bloquean la enzima y disminuyen su actividad originan como
consecuencia, mayores niveles plasmaticos del fA&rmaco en cuestion, en este caso mayores
niveles de amitriptilina. De manera que un individuo UMs CYP2D6 desde el genotipo puede
convertirse transitoriamente en un metabolizador rapido de farmacos (Shah & Smith, 2015), tal
y como se ha demostrado en estudios anteriores. Por ejemplo, en pacientes en tratamiento con el
antipsicatico tioridacina (LLerena et al., 2001) o en un grupo de pacientes en tratamiento en
politerapia con antidepresivos y/o antipsicéticos en los que se evalud la actividad de las enzimas
mediante el fenotipo con debrisoquina (CYP2D6) y mefenitoina (CYP2C19) (LLerena et al.,
1993b).

Varios estudios también han observado una relacion significativa entre el polimorfismo

CYP2D6/CYP2C19 vy los niveles plasmaticos de antidepresivos ISRS. En concreto, estos

estudios describen una relacion entre la duplicacion del gen CYP2D6 y el metabolismo de
paroxetina (Charlier et al., 2003; Gex-Fabry et al., 2008; Gilizey & Spigset, 2006), la
disminucion del ratio metabolico de fluoxetina/norfluoxetina (Llerena et al., 2004) o la
presencia de menores niveles plasmaticos de citalopram (de Vos et al., 2011). Ademas,
recientemente han demostrado en un meta-analisis que, respecto de los homocigotos “wild-
type”, la exposicién a citalopram o escitalopram se reduce un 36% en los sujetos homocigotos
para la variante alélica CYP2C19*17 y un 14% en aquellos con el genotipo CYP2C19*wt/*17
(Chang et al., 2014). Sin embargo, también hay estudios que no observan una relacién
significativa entre el fenotipo ultra-rapido extrapolado del genotipo (gUM) CYP2D6 vy el
metabolismo de antidepresivos como citalopram (Carlsson et al., 2001) o escitalopram (Huezo-
Diaz et al., 2012) debido probablemente a la menor contribucion de la enzima en el
metabolismo de estos antidepresivos (principalmente metabolizados por CYP2C19 y CYP3A4;
revisado por Spina & de Leon, 2015). Tampoco la observan entre el fenotipo gUM CYP2D6 y
el metabolismo de paroxetina (Charlier et al., 2003), posiblemente por el pequefio tamafio
muestral del estudio (37 individuos) y, consecuentemente de individuos gUuMs CYP2D6. A
pesar de ello, observan que el Gnico individuo gUM CYP2D6 presenta niveles plasmaticos del
farmaco practicamente inexistentes. Otros estudios no encuentran una reduccion significativa de
los niveles plasmaticos de fluoxetina en individuos portadores del fenotipo gUM CYP2D6
(Hinrichs et al., 2008; Scordo et al., 2005) pero si observan una tendencia similar (Hinrichs et
al., 2008).
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Para otros antidepresivos como mirtazapina o venlafaxina, principalmente metabolizados por

CYP2D6 (Zhou, 2009b), practicamente todos los estudios que evallan la implicacion del
fenotipo gUMs CYP2D6 en los niveles plasmaticos de estos dos sustratos observan una relacion
significativa (Brockmoller et al., 2007; Grasmader et al., 2004; Kirchheiner et al., 2004;
McAlpine et al., 2011; Shams et al., 2006; (Hinrichs et al., 2008; Lind et al., 2009). Solo un
estudio no encuentra relacion con los niveles plasmaticos de mirtazapina (Grasmader et al.,
2004) debido probablemente al bajo nimero muestral (n=43) y, consecuentemente de
individuos gUMs CYP2D6 (n=1). De hecho, si se quisiera evaluar la seguridad y eficacia de un
farmaco, la muestra deberia ser representativa de la poblacion, pero para evaluar las diferencias
inter-individuales en la biodisponibilidad del farmaco y aumentar la precision de la
determinacion de los factores relacionados a él, seria necesario reducir la variabilidad intra-
individual. Por tanto, si se incluyen sujetos gUMs CYP2D6, el tamafio muestral deberia haber

sido aumentado en un 12,5% (Gonzalez-Vacarezza 2012).

Las enzimas CYP2D6 y CYP2C19 también estan implicadas en el metabolismo de algunos de

los antipsicdticos y benzodiacepinas utilizados con frecuencia en la practica clinica. Sin

embargo, un bajo nimero de estudios evaltan el efecto del fenotipo gUMs CYP2D6 en los
niveles plasméaticos de los antipsicéticos, respecto al nimero de estudios que pueden
encontrarse para los antidepresivos y, hasta el momento, ninguno valora el efecto del alelo

CYP2C19*17 en las concentraciones plasmaticas de las benzodiacepinas.

Varios estudios han observado una reduccion significativa de los niveles plasméticos de
antipsicéticos como risperidona (Cabaleiro et al., 2014; Guzey et al., 2000; Novalbos et al.,
2010; van der Weide, 2015), haloperidol (Panagiotidis et al., 2007) tioridazina (Berecz et al.,
2003) y pimozida (van der Weide, 2015) en individuos portadores de variantes alélicas CYP2D6
activas multiplicadas. Sin embargo, para risperidona otros estudios solo observan una tendencia
similar (Gasso et al., 2014; Llerena et al., 2004b; Scordo et al., 1999). Ademés, también hay
estudios que no observan una clara relacion entre el fenotipo gUM CYP2D6 y el metabolismo
de los antipsicéticos risperidona (Hendset et al., 2009; de Leon et al., 2007) y haloperidol
(Ohnuma et al., 2003; van der Weide, 2015). Los resultados contradictorios observados para
haloperidol pudieran ser debidos de forma general a diferencias metodoldgicas y/o a la
heterogeneidad de las poblaciones estudiadas (ej.: individuos de diferentes origenes étnicos,
voluntarios sanos o pacientes con trastorno psicético, pacientes en monoterapia 0 en tratamiento

concomitante con sustratos o inhibidores CYP2D6, etc.).
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A la vista de estos resultados parece que los polimorfismos CYP2D6 y CYP2C19 influyen, al
menos en parte, en la variabilidad interindividual encontrada en los niveles plasmaticos de
ciertos antidepresivos y antipsicéticos. Sin embargo, no existe informacion suficiente como para
poder establecer una clara relacion. Ademas, para revelar si el nivel plasméatico sub-terapéutico
de tratamientos farmacologicos con sustratos CYP2D6 y CYP2C19 aumenta el riesgo de
conductas suicidas severas como consecuencia de una actividad incrementada de estas enzimas,
serian necesarios estudios futuros, pues hasta el momento no existe ninguno que evalle esta

posible relacion.

También la falta de respuesta al tratamiento farmacoldgico como consecuencia del metabolismo
ultra-rapido CYP2D6 y/o CYP2C19 podria explicar la relacion encontrada entre el
polimorfismo CYP2D6/CYP2C19 vy el intento de suicidio. Un tratamiento rapido y eficaz se
necesita para la remision de la patologia subyacente y la reduccion de las ideas y los
pensamientos suicidas. Consistentemente, varios estudios observan que la frecuencia de
individuos UMs CYP2D6 entre pacientes con enfermedad mental resistente y sin respuesta al
tratamiento antidepresivo (principalmente sustratos CYP2D6) es muy superior de la frecuencia
encontrada en la poblacion general (Baumann et al., 1998; Kawanishi et al., 2004; Rau et al.,
2004). Ademas, estudios de casos clinicos ponen de manifiesto que individuos con falta de
respuesta al tratamiento antidepresivo y clasificados gUM CYP2D6 necesitaron un cambio de
tratamiento o un aumento de la dosis del farmaco para conseguir el efecto deseado (Glizey &
Spigset, 2006). Muy recientemente, también han observado que el Unico paciente con depresion
mayor y en tratamiento con venlafaxina, clasificado como gUM CYP2D6, solo respondi6 al
tratamiento sin efectos secundarios, con una dosis superior a la del rango terapéutico 6ptimo
(Rolla et al., 2014). En concordancia con estos resultados se encuentra un estudio en el que
observaron menores tasas de remision de los sintomas depresivos en pacientes portadores del
alelo CYP2C19*17 (Mrazek et al., 2011). Estos resultados son de gran interés clinico, ya que, si
se pudiera realizar un ajuste individualizado de la dosis del farmaco en funcién del
feno/genotipo CYP2D6 y CYP2C19 se podrian aumentar las tasas de respuesta y disminuir el
riesgo de suicidio en una proporcion significativa de pacientes. Sin embargo, hay estudios que
no observan una relacion significativa entre los genotipos CYP2D6 o CYP2C19 vy la respuesta al
tratamiento, debido probablemente, al bajo nimero de individuos estudiados y a la metodologia
empleada para categorizarlos (Brandl et al., 2013; Gex-Fabry et al., 2008; Hodgson et al., 2014;
Peters et al., 2008; Serretti et al., 2009). Por tanto, son necesarios mas estudios que evalien con
mayor precisién la implicacién del polimorfismo CYP2D6/CYP2C19 en la respuesta al

tratamiento con farmacos que afectan al SNC.
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Por otra parte, se ha hipotetizado que la conducta suicida podria venir mediada por la capacidad
reducida de eflujo del transportador P-gp y por ende, por la acumulacion potencial de fArmacos
que pueden llegar a ser toxicos en pacientes portadores del haplotipo 1236 TT-2677TT-3435TT.
Se ha demostrado que la P-gp reduce la biodisponibilidad de los farmacos administrados por via
oral (Leschziner et al., 2007), es decir, limita la absorcion y distribucion de los mismos al
transportarlos hacia el interior del intestino, colon e higado (Hodges et al., 2011). Asimismo la
P-gp actia como una bomba de eflujo en la barrera hematoencefélica restringiendo su
permeabilidad (Leschziner et al., 2007). Por tanto, parece que el individuo portador de una
capacidad reducida de transporte o de eflujo deberia presentar mayores niveles plasmaticos del
farmaco, pero también, una acumulacion del mismo en la barrera hematoencefalica, lo cual
podria llegar a ser potencialmente téxico. Sin embargo, aunque varios estudios observan
mayores niveles plasmaticos de otros fArmacos sustratos de la P-gp en individuos portadores del
alelo T en las posiciones 1236, 2677 y/o 3435 del gen ABCB1 (Anglicheau et al., 2003;
Chowbay et al., 2003; Keskitalo et al., 2008; Neuvonen et al., 2011) solo un estudio evalla la
implicacion de este alelo en los niveles en plasma y fluido cerebroespinal asi como en la
respuesta al tratamiento antidepresivo con citalopram (sustrato de la P-gp con efecto sobre el
SNC) (Nikisch et al., 2008). Al contrario de lo esperado, observan una reduccion significativa
de los niveles en plasma y en fluido cerebroespinal de citalopram y sus enantiémeros en sujetos
con depresion portadores del genotipo 2677TT. Ademas, observan que los individuos sin
respuesta al tratamiento son aquellos que presentan los menores niveles en plasma y en fluido
cerebroespinal del fArmaco y, precisamente, entre los que la frecuencia del genotipo 2677TT
también es mayor. Este es el primer estudio que demuestra en pacientes con depresién que el
polimorfismo de ABCBL1 influye de manera significativa en las concentraciones plasmaticas de
citalopram, pudiendo influir en la eficacia del mismo. Por tanto, estos resultados deberian ser
replicados en futuros estudios con tamafios muestrales mayores y con diferentes etnias.
Consistentemente, en un estudio posterior realizado en poblacion forense no encuentran relacion
entre el suicidio y la intoxicacion con el antidepresivo venlafaxina (Karlsson et al., 2013), pero
curiosamente, alrededor del 70% de las personas homocigotas para el alelo T en las tres
posiciones de ABCB1 (1236, 2677, 3435) murieron por suicidio utilizando métodos violentos
(ahorcamiento y ahogamiento). Por consiguiente, los estudios futuros que evallen la relacion
entre el polimorfismo de ABCBL1 y el uso de métodos violentos en la conducta suicida deberian
controlar el tratamiento antidepresivo, al ser uno de los posibles factores que podrian influir en

esta relacion.
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3.2 Diferencias interindividuales en el transporte y metabolismo de sustancias enddgenas

asociadas con la conducta suicida.

Una segunda hipoétesis es que, la conducta suicida no solo pueda deberse a la presencia de
niveles plasmaticos sub-terapéuticos e ineficaces del farmaco en pacientes UMs que toman
sustratos CYP2D6 y/o CYP2C19 sino que también pueda deberse a la implicacion de estas
enzimas en el metabolismo de sustratos enddgenos con efecto sobre el SNC. Sin embargo, son
pocos e in vitro los estudios que observan la implicacion del polimorfismo CYP2D6 o
CYP2C19 en los niveles de estos sustratos endogenos (Bromek et al., 2010; Cheng et al., 2001,
Cribb et al., 2006; Hiroi et al., 2001; Ingelman-Sundberg et al., 2007; Kishimoto et al., 2004;
Niwa et al., 2004; Ozdemir et al., 2007; Snider et al., 2008; Yamazaki & Shimada, 1997; Yu et
al., 2003b). Ademas, ninguno de éstos in vitro o in vivo observa la posible contribucién de estos
niveles en la capacidad cognitiva y el comportamiento como consecuencia del polimorfismo
genético CYP2D6/CYP2C109.

Estudios en ratones indican que la P-gp regula el acceso al cerebro de sustancias enddgenas,
glucocorticoides necesarios para que el organismo resista situaciones de estrés y hormonas
esteroideas (ver Tabla VII) (Uhr et al., 2002). Ademas, también indican que la capacidad
reducida de eflujo de la P-gp en la barrera hematoencefalica origina cambios en la actividad y
regulacion del sistema HPA, que controla las respuestas al estrés (Muller et al., 2003). Se piensa
que, esta capacidad reducida de eflujo podria ser la causa de las alteraciones del sistema HPA,
uno de los predictores biol6gicos mas prometedores del suicidio completo (Mann & Currier,
2007) y los niveles altos de cortisol que se han encontrado en sujetos suicidas
independientemente de la patologia subyacente (Van Heeringen & Mann, 2014). Sin embargo,

estos resultados requieren estudios futuros para su confirmacion.
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V1. CONCLUSION

CONCLUSION GENERAL.

La combinacién del polimorfismo genético de CYP2D6 y CYP2C19 y el polimorfismo ABCB1
estan asociados, respectivamente, con el riesgo de cometer tentativas suicidas severas o con el
uso de métodos violentos en el intento de suicidio, dos de los fenotipos con mayor riesgo de
suicidio consumado. No se puede descartar que estas dos asociaciones estén mediadas por otras
covariables, entre ellas los antecedentes familiares de intento de suicidio o la historia personal

de tentativas.

CONCLUSIONES ESPECIFICAS.

CYP2D6-CYP2C19 y severidad del intento de suicidio.

1. No existe una relacion entre la capacidad metab6lica CYP2D6 y la severidad del intento

de suicidio.

2. No existe una relacion entre la capacidad metabdlica CYP2C19 y la severidad del intento

de suicidio.

3. Existe una relacion entre la capacidad metabdlica combinada CYP2D6-CYP2C19 vy la
severidad del intento de suicidio. En concreto, se observa una mayor capacidad metabodlica
combinada entre aquellos con una mayor severidad del intento de suicidio. Esta relacion
puede estar mediada por otras covariables (género, edad, nivel de estudios, estado civil,

trastorno mental, etc.). Entre ellas destacan los antecedentes familiares de suicidio.

ABCB1 y método violento en el intento de suicidio.

1. No existe una relacion entre el alelo T en las posiciones 1236, 2677 y 3435 del gen

ABCBL1 y el empleo de un método violento en el intento de suicidio.

2. Existe una relacion entre el haplotipo ABCB1 1236TT-2677TT-3435TT y el uso de
métodos violentos en el intento de suicidio. En concreto, la presencia de este haplotipo
incrementa el riesgo de usar métodos violentos en el intento de suicidio. Esta relacién puede
estar mediada por otras covariables entre la que destaca la historia personal de intentos de

suicidio.
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A combined high CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity is
associated with the severity of suicide attempt as measured by

objective circumstances

E Pefias-Lledd’, S Guillaume?3*, MEG Naranjo', A Delgado’, | Jaussent®>*, H Blasco-Fontecilla>®, P Courtet*** and A LLerena'®

This study examined, for the first time, whether a high CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity combination increases the likelihood of
suicidal intent severity in a large study cohort. Survivors of a suicide attempt (n=587; 86.8% women) were genotyped for CYP2C19
(*2, *17) and CYP2D6 (*3, *4, *4xN, *5, *6, *10, wtxN) genetic variation and evaluated with the Beck Suicide Intent Scale (SIS). Patients
with a high CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity showed an increased risk for a severe suicide attempt (P < 0.01) as measured
by the SIS-objective circumstance subscale (odds ratio (OR) = 1.37; 95% confidence interval (Cl) = 1.05-1.78; P=0.02) after adjusting
for confounders (gender, age, level of studies, marital status, mental disorders, tobacco use, family history of suicide, personal
history of attempts and violence of the attempt). Importantly, the risk was greater in those without a family history of suicide
(OR=1.82; CI=1.19-2.77; P=0.002). Further research is warranted to evaluate whether the observed relationship is mediated by
the role of CYP2D6 and CYP2C19 involvement in the endogenous physiology or drug metabolism or both.
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INTRODUCTION

Suicide completion,’ lifetime history of suicide attempts,? suicidal
risk® and the severity of the objective circumstances related to the
suicide attempt® have been found to be more likely in subjects
with an increased number of CYP2D6 active genes, who are
assumed to have a high enzyme activity in drug metabolism/
elimination.

CYP2D6 is not only involved in the exogenous metabolism of
many central nervous system (CNS) medications, such as most
antidepressants, antipsychotics, opioids and so on,®> but also of
endogenous neuroactive substances.®” Thus, the effect of CYP2D6
on suicidal behavior can be partially due to drug therapeutic failure
during treatment with CYP2D6 substrates and/or to differences in
the CNS regulation. In support of the latter hypothesis, variability
in CYP2D6 has been linked to differences in personality traits,
neurocognitive functions and mental disorders.® Furthermore,
several studies have found poor response to antidepressant drugs
or early dropout from monotherapy treatment with CYP2D6
antidepressant substrates in ultrarapid metabolizers (UMs).5'?
Despite above evidence, negative findings have been also reported
for the association of CYP2D6 genotypes with either response to
drug treatment'>' or history of suicidal behaviors.">'® However,
these studies presented significant differences in the population,
genotyping procedures and/or the definition of main variables,
which have been already substantially discussed elsewhere.'” In
addition, a limitation common to all studies that utilized geno-
typing for CYP2D6 is that gene duplication only identifies
~30-40% UM for CYP2D6.'®"° Besides CYP2D6, other polymorphic
enzymes that are also known to be simultaneously involved in
the metabolism of endogenous and exogenous psychoactive

substances could be taken into account for the pharmacoge-
nomics of suicide. In keeping with this last point, the combined
effect of CYP2D6 with CYP2C19 deserves examination, as the latter
is also involved in the metabolism of psychoactive drugs used for
the relief of anxious and depressive symptoms such as selective
serotonin reuptake inhibitors, tricyclic antidepressants, and other
similar benzodiazepines.?® CYP2C19 has also a role in metaboliz-
ing CNS substrates. CYP2C19 expression has been recently shown
in the human fetal brain.?" It also participates in the metabolism of
endogenous steroids and cannabinoid-like compounds,®® which
might collectively underlie the observed alterations in brain
development and affective behavior observed in a transgenic
mouse model carrying the human CYP2C19.2' Consistently,
individuals who do not produce active CYP2C19 protein because
they are homozygous for the null protein activity allele *2 self-
reported lower levels of depressive symptoms.>? In order to
evaluate the combined influence of these two highly polymorphic
genes involved in the metabolism of CNS drugs and substances, a
helpful strategy might be based on calculating a ‘drug metabolic
capacity score’, which we propose.

The aim of the present study was to evaluate, for the first time,
whether there is a relationship between the presently proposed
combined metabolic capacity of CYP2C79 and CYP2D6 (classified
into ‘high’, ‘medium’ and ‘low’) and the severity of the suicide
attempt.

PATIENTS AND METHODS

A total of 587 suicide attempters (86.9% women; mean age 37.5 £12.2
years old) with 12.5 (+4.6) years of education corresponding to secondary
school completion were evaluated in a specialized unit of the Montpellier
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N

University Hospital. Other sociodemographic data such as marital status,
tobacco smoking use and the number of DSM-IV Axis | mental disorders as
assessed by the Mini-International Neuropsychiatric Interview are
described in Table 1. The majority of the population had multiple mental
disorders; the most frequent were anxiety disorders (73.2%), major
depressive disorder (67.3%), bipolar disorder (28.8%), alcohol use disorder
(28.1%), eating disorders (26.6%) and substance use disorder (18.1%). All
were French speaking and had four biological grandparents originating
from Western European countries. All participants gave written informed
consent, as approved by the local Ethic Committees, after receiving
information on the study.

Evaluation of suicide

Patients were evaluated with the Beck Suicide Intent Scale (SIS)“> within
the initial hours of a failed suicide attempt. This questionnaire consists of
15 items rated on a three-point scale (0, 1 or 2), which are divided into two
subscales. The first section, ‘objective circumstances’ assesses the severity
of the characteristics related to the suicidal act or the active preparation or
planning of the attempt such as isolation, timing, suicide notes and
precautions against discovery and intervention. It is of note that a high
score in this subscale has shown predictive validity for eventual suicide.”®
The second section, ‘conception’ assesses the individual's awareness and
emotional memories of the suicidal act (purpose, expectations of fatality,
attitude about death and so on). A suicide attempt was defined as ‘a self-
destructive behavior with intent to end one’s life independent of resulting
damage’.

Suicide attempts were classified as violent if involving firearms, drown-
ing, cutting, jumping or hanging. Patients were also asked about the family
history of suicide attempts including suicide completion and suicide
attempts in first-, second- and third-degree relatives, personal history of
suicidal behaviors and the age at the first suicide attempt.

)23

CYP2D6 and CYP2C19 genotyping

Patients were genotyped for polymorphisms in the CYP2C19 related to null
(mainly *2) and increased protein activity in drug metabolism (*77) and in
the CYP2D6 related to null (*3, *4, *4xN, *5, *6) decreased (*10) or increased
(wtxN) protein activity in the Clinical Research Center of Extremadura
University Hospital Medical School (as described below). The CYP2D6 geno-
types were analyzed in accordance with previously described methods.>*
The CYP2D6 genotyping analysis was performed by amplifying the entire
CYP2D6 gene using extra-long PCR for CYP2D6*5 and multiplication alleles.
Subjects positive for a duplication were further characterized for gene copy
number, using real-time PCR (as described below). To discriminate
between the CYP2D6 wtxN and *4xN alleles, we generated a 10-kb-long
XL-PCR fragment from duplication-positive subjects and tested these for
the respective single-nucleotide polymorphisms (SNPs) by an established
PCR-restriction fragment length polymorphism approach.?* The analysis

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the 587
individuals who attempted suicide with a mean (+s.d.) age of 37.5
(+12.2) and years of education of 12.5 (+4.61)

Demographic and clinical characteristics N %
Gender
Female 510 86.9

Marital status

Single 229 39.1
Married 207 35.2
Divorced 102 174
Separated 40 6.8
Widow 9 1.5
Number of DSM-IV Axis | Mental Disorders
None 4 0.7
One 82 14.0
Two 242 41.2
More than two 259 441
Current Tobacco Smokers 336 57.2

for the CYP2D6 *3, *4, *6 and *10 and CYP2C19 *2 and *17 allelic variants
was carried out on genomic DNA using the commercially available
TagMan assays (C_32407232_50, C_27102431_D0, C_32407243_20 and
C_11484460_40, C_25986767_70 and C_469857_10). The CYP2D6 and
CYP2C19 genotypes were determined based on the presence of the ‘key’
SNPs associated with the alleles of interest (2549delA, rs35742686; 1846
G>A, rs3892097; 1707delT, rs5030655; 100C>T, rs1065852; c681G> A,
rs4244285; -806C > T, rs12248560).*%

Real-time PCR genotyping was carried out by using Tagman according
to the manufacturer’s instructions, including specific primers and probes
for these polymorphisms, and the Universal PCR Master Mix, No AmpErase
UNG, which contains AmpliTag Gold DNA polymerase, dNTP, buffers and
passive internal reference based on the ROX reference dye (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). The amplification conditions to detect CYP2D6 *3, *4, *6
and *70 and CYP2C19*2 alleles consisted of a 10-min pre-incubation at
95°C to activate the Tag DNA polymerase, followed by 40 cycles of
denaturation at 92 °C for 15 s and then by primer annealing and extension
for 1 min at 60 °C. To identify the CYP2C19*17 allele, the same conditions of
pre-incubation were used; however, the conditions of denaturation and of
annealing and extension were 45 cycles at 92 °C for 155 and at 60 °C for
1 min, respectively. To characterize the CYP2D6 gene copy number, the
same reagents were used, except the use of CYP2D6 copy number assays
(Hs00010001_cn; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and passive
internal reference based on the ROX reference dye (Invitrogen). The same
conditions of pre-incubation and extension were used; however, the
conditions of denaturation were 40 cycles at 95 °C for 15 s. Hs00010001_cn
specifically targets CYP2D6 exon 9 sequences and will not amplify CYP2D7
or CYP2D8 pseudogenes, or CYP2D6 alleles having CYP2D7 sequences in
exon 9 (for example, CYP2D6*36). All assays were carried out in 96-well
plates, with each plate including no template control (without DNA) and
positive (heterozygous and/or homozygous) controls. Plates were read on
an ABI 7300 instrument (Applied Biosystems).

Subjects' classification into high, medium and low
CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity

Table 2 shows the assigned ‘activity’ values for CYP2D6 and CYP2C19
alleles. The combined drug metabolic capacity score was calculated
for each individual based on the assigned values for CYP2D6 and CYP2C19.
The CYP2D6 activity score system is based on the values previously
proposed by Gaedigk et al.>® and later confirmed in Hispanics.'® Regarding
the drug metabolic capacity score for exploring the overall effect
of CYP2D6 and CYP2CT9 on suicide severity, we propose a new system
(Table 2, Figure 1) on the basis of two other previously suggested studies,
evaluating their effect on different outcomes.?”?% It is highlighted that the
previous studies did not determine the presence of CYP2D6 duplications®”
or CYP2C19%17,2® which are of relevance for the present work. Finally, once
calculated the sum of the CYP2D6-CYPC19 allele activity scores, individuals
were classified intro three groups characterized by having a: ‘high’ meta-
bolic capacity corresponding to a drug metabolic capacity score above 4,
‘medium’ corresponding to a score equal to 4 or ‘low’ corresponding to a
score lower than 4. Figure 1 shows the definition of the combined CYP2D6
and CYP2C19 genotypes based on the three categories.

Data analysis

The scores of the SIS subscales (outcome) were first explored as a con-
tinuous measure and later categorized into binary variables as in our
previous studies in Spain. Suicide attempters were classified as those scoring
at the 75th percentile in both scales the SIS- ‘objective circumstances’ and
the ‘conception’ sections.*? In the present study the 75th percentile for
the ‘objective circumstances’ section corresponded to a score equal to 8,
whereas in the previous study was of 7, and for the ‘conception’ section
was of 12, whereas in the previous study was of 11.% Finally, a binary
logistic regression model was used to test the contribution of the

Table 2. CYP2D6 and CYP2C19 allele activity scores

CYP2D6 alleles CYP2C19 alleles  Activity score Activity category

*3, ¥4, *4xN, *5, *6, *2 0 Null
*10 0.5 Decreased
wt(*1) wit(*1) 1 Normal
wt(*1)x2 *17 2 Rapid
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combined metabolic capacity score on the severity of the suicide intent
adjusting for all the variables measured (gender, age, marital status, level
of studies, mental disorders, tobacco use, family history of suicide, personal
history of suicide attempts and violence of the attempt).

RESULTS
Evaluation of suicide

Individuals' mean scores on the SIS-‘objective circumstances’
section was 6.2 * 3.2, on the ‘conception’ was 9.5 + 3.7 and on the

CYP2D6=0|CYP2D6=0.5|CYP2D6=1CYP2D6=1.5|CYP2D6=2|CYP2D6>2

CYP2C19=0 Low Low Low Low Low Low
CYP2C19=1 Low Low Low Low Low Medium
CYP2C19=2 Low Low Low Low Medium High
CYP2C19=3 Low Low Medium High High High
CYP2C19=4 | Medium High High High High High

Figure 1. Definition of the three groups according to the combined
drug metabolic capacity scores based on values assigned to CYP2D6
and CYP2C19 alleles in Table 2. A score below 4 corresponds to a low
metabolic capacity; a score equal to 4 corresponds to a medium
metabolic capacity and a score above 4 corresponds to a high
metabolic capacity.

Table 3. Frequency of CYP2D6 and CYP2C19 allelic variants in a
population of 587 individuals who have attempted suicide

CYP2D6 alleles Frequency
wt 0.72572
*3 0.00596
*4 0.18910
*5 0.01959
*6 0.00596
*10 0.02044
witx2 0.03237
*4x2 0.00085
CYP2C19 alleles Frequency
wt 0.6661
*2 0.1252
*17 0.2087

CYP2D6-CYP2C19 and suicide severity
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‘global’ was 15.5+£6.1. Of the total sample, 15.7% showed violent
suicide intent, and 48% had a family history of suicidal behaviors.
Furthermore, only for 36.4%, this suicide attempt was the first one.
The overall mean age of the first attempt was of 29.3+12.9, and
the mean lifetime history of suicide attempts was of 2.9+3.6 in
general but 3.9 +4.2 for those with two or more suicide attempts.

There were no relationships between any of the most frequent
DSM-IV Axis | mental disorders reported in Table 1 or the number
of them and the dimensional or binary scores of the SIS-‘objective
circumstances’ section.

Evaluation of CYP2D6 and CYP2C19

The population was in Hardy Weinberg Equilibrium for CYP2D6
and CYP2C19 alleles (Table 3).

The frequencies of individuals with regard to their number of
active alleles are shown in Table 4 for CYP2D6 and in Table 5 for
CYP2C19.

Evaluation of the relationship between combined CYP2D6-
CYP2C19 metabolic capacity and suicide

Initial logistic regression analyses were performed to assess the
independent variable of interest (the ‘low’ 37.8%, ‘medium’ 39.2%,
‘high’ 23%, CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity combination)
as a predictor for suicide intent (‘objective circumstances and
‘conception’) as a continous measure. The combined metabolic
capacity score predicted differences only in the dimension of the
‘objective circumstances’ section of the suicide attempt (P=0.02,
as shown in Figure 2). However, after adjusting for all variables,
no differences were found. Therefore, only the relation of the
CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity with the SIS-‘objective
circumstances’ related to the suicide attempt as a binary
dependent variable is reported.

The categorical classification of the ‘objective circumstances’
section of the suicide attempt into severe (at percentile 75th and
above) and non-severe yielded a higher frequency of patients with
a 'high drug metabolic capacity score’ (>4), as well as a lower
frequency of those with a ‘low' metabolism (< 4) among those
classified as severe suicide attempters (P <0.01) as shown in
Table 6.

Furthermore, those with a high metabolic capacity showed a
higher risk of a severe suicide intent (odds ratio (OR)=1.37;
1.05-1.78; P=0.02) after controlling for gender, age, level of studies,
marital status, mental disorders, tobacco use, family history of
suicide, personal history of attempts, age at the first attempt and

SIS) in patients that have attempted suicide

Table 4. Association of CYP2D6 with the severity of suicide (> percentile 75 of the ‘objective circumstance subscale’ from the suicide intent scale;

N =587 CYP2D6=0 CYP2D6 =0.5 CYP2D6 =1 CYP2D6=1.5 CYP2D6 =2 CYP2D6 > 2
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SIS-Objective circumstance subscale 22 (3.7%) 4 (0.7%) 205 (34.9%) 20 (3.4%) 305 (52.0%) 31 (5.3%)
> Percentile 75 (n=187) 7 (3.7%) 1 (0.5%) 59 (31.6%) 4 (2.1%) 103 (55.1%) 13 (7.0%)
< Percentile 75 (n=400) 15 (3.8%) 3 (0.8%) 146 (36.5%) 16 (4.0%) 202 (50.5%) 18 (4.5%)

Table 5. Association of CYP2C19 with the severity of suicide (> percentile 75 of the ‘objective circumstance subscale’ from the suicide intent scale;
SIS) in that have attempted suicide
N=587 CYP2C19=0 CYP2C19=1 CYP2C19=2 CYP2C19=3 CYP2C19=4
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SIS-Objective circumstance subscale 9 (1.5%) 98 (16.7%) 282 (48.0%) 182 (31.0%) 16 (2.7%)
> Percentile 75 (n=187) 2 (1.1%) 27 (14.4%) 87 (46.5%) 70 (37.4%) 1 (0.5%)
< Percentile 75 (n=400) 7 (1.8%) 71 (17.8%) 195 (48.8%) 112 (28.0%) 15 (3.8%)

© 2014 Macmillan Publishers Limited
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violence of the attempt. Of these variables, only family history of
suicide significantly contributed to the regression model (OR=
1.99; 95% confidence interval =1.35-2.96; P=0.01). Thus, the
population was divided into those with and without a family
history of suicide, and the risk was further increased in those
without such a history (OR=1.82; 95% confidence interval=1.19
-2.77; P<0.01). Furthermore, exploratory analyses comparing
these two groups showed that those without a family history of
suicide had a later mean age for the first attempt (29.8+13.2
versus 27.4+11.9; P < 0.05). In addition, they were less frequent
than those with a family history of suicide among those who
abused alcohol (P < 0.05), or tobacco (P < 0.05), or used a violent
suicidal method or a severe suicide attempt as assessed by both
SIS scales ‘objective circumstances’ (P < 0.01) and ‘conception’
(P <0.01).

We also explored whether there was an independent effect of
the CYP2D6 or CYP2C19 activity score-based categories. There
were no significant differences in the distribution of the severe
versus non-severe suicide attempters for CYP2D6 (Table 4). However,
despite there was a higher number of heterozygous individuals
carrying the increased activity allele *77 for CYP2C19 among the
severe suicide attempters (P=0.04), this association was not
significant when controlling for all confounders (Table 5). Thus, in
the present population, suicide severity was not independently
associated with the number of CYP2D6- or CYP2C19-active allele
variants.

DISCUSSION

The present study examined whether there were differences in the
frequency of individuals with a high, medium or low CYP2D6- and
CYP2C19-combined metabolic capacity score between severe and

7.5 4

6.5

5.5 A

95% IC
Severity_Suicide_Intent_Objective_Circumstances

T T T
LOW MEDIUM HIGH
Combined CYP2D6-CYP2C19 Metabolic Capacity

Figure 2. Influence of the ‘combined CYP2D6-CYP2C19 metabolic
capacity’ (divided into three groups: low, medium and high) on the
dimension of the SIS-Objective circumstances section (initial
exploratory analysis).

non-severe suicide attempters. These results show for the first
time that there was an association between the CYP2D6- and
CYP2C19-combined metabolic groups and the severity of the
suicidal intent related to the objective circumstances section.
A high CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity was related to
increased severity of the suicidal behavior.

Present findings are consistent with the fact that most drugs
used for preventing or treating individuals with a history of suicide
are metabolized by CYP2D6 and CYP2C19, which also participate
in the metabolism of CNS endogenous substrates.’”?>2" How-
ever, an important limiting factor of the present study is the lack
of data about the individuals’ drug treatment and their drug
plasma levels. As most of the available information about these
polymorphic genes is related to drug therapeutic failure, the
independent relationship between CYP2D6 and CYP2C19 with
suicide severity could be expected in the individuals taking drug
metabolized by these enzymes.

The present study did not find an independent relation
between CYP2D6 and suicide severity among suicide attempters
from France as previously observed in Spain.* This may be related
to the fact that the number of individuals with more than two
active genes (UMs) was slightly lower than the number of UMs
from Spain.* The frequency of UMs in the present population was
similar to other reported in Caucasian populations of psychiatric
patients studying the relationship between CYP2D6 and response
to antidepressant treatment.”?”° Then, a likely reason for the lack
of association between CYP2D6 and suicide severity could be
related to the fact that CYP2D6 duplication is reported to be
higher in Spain.'®

Regarding the number of CYP2C79-active alleles, the frequen-
cies of those with an activity score of zero or more than two in the
present population were also very similar to the frequencies found
in other Caucasian populations of psychiatric patients primarily
taking antidepressant drugs. 2721-3°

Finally, the present result of a relationship between the
combined CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity with the severity
of the objective circumstances related to suicide most likely occurs
in those individuals without a family history of suicidal behavior,
who seem to represent a differentiated clinical phenotype of
suicide attempters.3® In support of that, it is well known that
having a family history of suicidal behavior imposes an additive
genetic and environmental risk for suicide, which has been related
with a vulnerable personality profile characterized by impulsivity
and hopelessness, as well as with early age-related attempts.>®
Consistently, those with a family history of suicide in the present
study showed an earlier age for the first attempt. In addition, they
were more likely to abuse alcohol, smoke tobacco and to have
performed a violent suicide attempt or a severe suicide attempt as
measured by SIS. Thus, in the frame of the diathesis-stress
model,®” those with no family history of suicide have less
vulnerability to suicide and consequently may need more stress
triggers to precipitate it. A lower response to medication because
of a high CYP metabolic capacity may increase the burden of
mental disorders and stress. However, the study of the relation-
ship between the combined CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity

Table 6. Association of CYP2D6 and CYP2C19-combined activity scores with the severity of suicide in patients who have attempted suicide

N= 587 2D6+2C19 < 4 ‘Low' 2D6+2C19 =4; ‘Medium’ 2D6+2C19>4 "High’
n (%) n (%) n (%)

SIS-Objective circumstance subscale 222 (37.8%) 230 (39.2%) 135 (23.0%)

> Percentile 75 (n= 187) 59 (31.5%) 74 (39.6%) 54 (28.9%)

< Percentile 75 (n= 400) 163 (40.7%) 156 (39.0%) 81 (20.3%)

Severity of suicide > percentile 75 of the ‘objective circumstance subscale’ from the suicide intent scale (SIS).

The Pharmacogenomics Journal (2014), 1-5 © 2014 Macmillan Publishers Limited



with the severity of the objective circumstances related to the
suicide intent needs to be clarified.

In conclusion, a high CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity
increases the severity of the suicide intent, which appears to be
especially relevant among those without a family history of
suicide. This result suggests that the combination of CYP2D6-
CYP2C19 could act as a novel mechanism precipitating the
likelihood of suicide in those without such genetic predisposition.
These findings support the implementation of the presently
proposed metabolic capacity evaluation strategy as a tool for
identifying those at greatest risk for death from suicide. However,
further research remains to determine whether the observed
relationship is mediated by the role of CYP2D6 and CYP2C19 in
the endogenous and/or drug metabolism.
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Introduction: Those suicide attempters that choose violent methods dramatically diminish the possibility
of survival. Completed suicide using violent means, which is common among first-time suicide
attempters, was recently found to be more likely among T allele carriers in the three most common
ABCB1 SNPs, encoding for P-gp. Thus, this study examined, for the first time, whether these ABCB1 SNPs
were associated with the use of violent means among survivors of a suicide attempt.

Material and methods: Suicide attempters (n = 578, 87.4% women; of whom 16.6% committed a violent
intent) were genotyped for exonic SNPs in the ABCB1 (C1236T, G2677T/A, C3435T). The relations of the
three genotypes and of the TTT haplotype with the use of a violent suicide method were evaluated
separately. The impact of confounds on these variables was controlled.

Results: A higher frequency (p = 0.02) of suicide attempters using violent methods was found among
those carrying the ABCB1 haplotype (1236TT-2677TT-3435TT). Since gender and number of previous
suicide attempts were identified as confounds, the relation was tested in the subset of women who were
first-time attempters or second- and more-time attempters. The ABCB1 haplotype increased the risk
more than three times in those women attempting a violent suicide for the first time (OR = 3.6; CI95%:
1.08—12.09; p = 0.04).

Discussion: The ABCB1 haplotype (1236TT-2677TT-3435TT) was related to the use of a violent suicide
attempt method. Genotyping for these three ABCB1 SNPs may be helpful to detect people at risk of first
suicide intents using violent methods.
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ABCB1
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1. Introduction

Suicidal behavior is a major public health problem and remains
one of the leading causes of death especially in the western world.
Many psychiatrists (50—70%) report having lost at least one patient
to suicide (Alexander et al., 2000; Courtenay and Stephens, 2001;
Chemtob et al, 1988), like other mental health professionals
(Linke et al., 2002). WHO estimates that about 1.53 million people
will die from suicide worldwide in 2020 and 10—20 times more
people will attempt suicide (WHO, 1999).
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The term “suicide attempt” covers a very broad array of self-
injurious behaviors from highly lethal or violent to others with a
small risk of physical harm. Those suicide attempters that use violent
methods involving firearms, drowning, deep-cutting, jumping or
hanging represent a sub-population of major interest. Violent suicide
attempters show characteristics that appear closer to those of suicide
completers than to the rest of suicide attempters (Giner et al., 2014),
probably because they have an increased risk of eventual suicide
completion (Runeson et al., 2010). For example, among the most
common violent methods of suicide in men and women are hanging,
or manual strangulation or suffocation (Biddle et al., 2008), which
present an estimated fatality rate of over 70% (Gunnell et al., 2005).

While suicide appears preventable by increasing safety mea-
sures or reducing access to methods, it poses a challenge when
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occurs in private households with everyday items (Bennewith et al.,
2005) making it unpredictable; hence it is essential to identify
biomarkers for the subset of suicide attempters characterized by
the choice of violent methods. Moreover, as the vast majority of
completed suicides occur on the very first attempt (Isometsa and
Lonnqvist, 1998), providing markers of violent suicidal behavior
in subjects without a past history of suicide attempts would be
crucial in establishing prevention strategies. This is in agreement
with the research agenda of The National Action Alliance for Suicide
Prevention that specifically proposes to identify and target sub-
groups at greatest risk (Pringle et al., 2013). In keeping with this
strategy, since the seminal works of Asberg et al., in 1976 (Asberg
et al., 1976), several studies have tried to identify different bio-
markers associated with the risk of violent suicidal behavior in
relation to neuropsychological impairment (Jollant et al., 2005),
aggressive behavior (Lindqvist et al.,, 2011), fetal and childhood
development (Blasco-Fontecilla et al., 2013), genetics (Courtet et al.,
2001), etc.

Completed suicide using violent means has been recently
associated with the ABCB1 gene (Boiso Moreno et al., 2013)
encoding for the transporter P glicoprotein (P-gp). P-gp is rele-
vant for the transport of clinically useful drugs and xenobiotics
but also of endogenous substances (lipids, steroids, peptides,
bilirrubine, glucocorticoids) across the blood brain barrier. It
protects against the entrance of toxic substances in the CNS and
favors their elimination transporting them into the gut, urine,
bile, etc. (Hodges et al., 2011). Therefore, given the role of P-gp in
the exogenous and endogenous metabolism, it has the potential
to influence both drug treatment response and behavior, which
may support its implication in violent suicidal behavior.

A higher frequency of the T allele at the three most common
genetic variants of ABCB1 (C1236T, G2677T/A, C3435T) was found
among individuals who committed suicide as compared with non-
suicidal deaths (natural, accident or undetermined with the
exception of intoxications). This association of the T allele with
suicide was even more significant for the subpopulation of in-
dividuals who had used a violent method (hanging, strangulation,
suffocation, gunshot, jumping from heights, and cutting), and for
males too, although males were overrepresented comprising 76% of
the sample (Boiso Moreno et al., 2013).

The 2677T allele in the ABCB1 gene has been also associated
with increased suicidal ideation during antidepressant treatment in
outpatients with a diagnosis of major depression (Perroud et al.,
2011), independently of the type of the drug used during the
study. Suicidal ideation is one of the symptoms for depression,
which is one of the psychiatric illnesses reported to carry the
strongest risk for suicide (Qin, 2011). Consistently, carriers of the
ABCB1 haplotype 1236T-3435T were more frequently found among
a large population of Japanese patients with Major Depression than
in healthy controls (Fujii et al., 2012). Additionally, the ABCB1 1236T
allele has been associated with increased levels of depression
among individuals with a moderate depressive episode (Lin et al.,
2011).

In the light of above information suggesting that carrying the T
allele in the C1236T, G2677T/A, C3435T ABCB1 polymorphisms
may increase the risk for completing a suicide of a violent nature
as shown in a Swedish forensic population (Boiso Moreno et al.,
2013), we have examined, for the first time, whether the T allele
is related to the violence of the suicide attempt. Furthermore,
since the T allele has been also associated with psychiatric con-
ditions, especially with depression, the present study will control
for the potential effect of these and other confounds like history of
suicide attempts potentially associated with both variables of
interest.

2. Material and methods

Survivors of a suicide attempt (n = 578; 87.4% women) with a
mean age of 372 (+12.1; range 18—74) were evaluated in a
specialized unit of the Montpellier University Hospital. Of the total
sample, 50% reported university studies. Marital status was mostly
single (40.5%), married (34.5%), and divorced (16.2%). The majority
of the present population of suicide attempters had multiple DSM-
IV Axis I mental disorders as assessed by the Mini-International
Neuropsychiatric Interview (MINI) or Diagnostic Interview for Ge-
netic Studies (DIGS) and clinical interviews with patients and other
informants. Almost all patients in the present population had
received at least one diagnosis for a mental disorder (99.4%), but
most had two (40.7%) or more than two (45.1%). The most frequent
mental disorders were 74.9% anxiety, 67.1% depression, 29% bipolar,
28.2% alcohol abuse, 26.9% eating disorders, and 17.3% substance
abuse. Furthermore, 322 were currently tobacco smokers (55.7%),
162 (28.0%) had never smoked, whereas the rest did not smoke
currently but had done it in the past.

All participants were French speaking and reported to have four
biological grandparents originating from Western European coun-
tries. All gave written informed consent, as approved by the local
ethic committee (CPP Sud Mediterranée IV, CHU Montpellier,
France), after receiving information on the study. Research was
conducted in accordance with the Helsinki Declaration as revised
1989.

2.1. Evaluation of suicidal behavior

A suicide attempt was defined as “a self-destructive behavior
with intent to end one's life independent of resulting damage”.

Suicide attempts were classified as “violent” if involving fire-
arms, drowning, deep-cutting, jumping or hanging, according to
the Asberg's criteria (Asberg et al., 1976). Patients were also asked
about whether a) they had a family history of suicide attempts, and
b) this was the first suicide attempt or had a personal history of
suicidal intents.

2.2. Genotyping

Genotype analysis for the ABCB1 1236C>T, 2677G>T/A and
3435C>T SNPs was carried out on genomic DNA using the
commercially  available TagMan assays (C_7586662_10,
C_11711720C_30, C_11711720D_40, and C_7586657_20). Real time-
PCR genotyping was carried out according to the manufacturer's
instructions, including specific primers and probes for these poly-
morphisms, and the Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), which contains Ampli-
Taq Gold DNA polymerase, dNTPs, buffers, and passive internal
reference based on the ROX reference dye. The amplification con-
ditions consisted of a 10 min pre-incubation at 95°C to activate the
Taq DNA polymerase, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C
for 15 s and then by primer annealing and extension for 1 min at
60°C. All assays were carried out in 96 well plates, with each plate
including negative (without DNA) and positive (heterozygous and/
or homozygous) controls. Plates were read on an ABI 7300 instru-
ment (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.3. Data analysis

Hardy Weinberg Equilibrium (H-W-E) for each ABCB1 SNP was
tested by using the R extension package Adegenet (Jombart, 2008).
The relation between each SNP or TIT haplotype with violent
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suicide attempt was tested by using chi-squared tests. Furthermore,
the potential effect of confounds with regard to the independent
and dependent variables (each ABCB1 SNP and the TTT haplotype,
or violent suicide attempt) were tested using multivariate linear
regression models. The models consisted of gender, age, marital
status, years of education, mental disorders —presence or not of
depression, anxiety, bipolar, alcohol abuse, eating disorders or
substance abuse-, tobacco use, family history of suicide and per-
sonal history of suicide attempts. Only gender and number of sui-
cide attempts significantly predicted the use of a violent suicide
method in the model (p = 0.01). However, no significance was
found for the rest of the tested confounds on the dependent vari-
able, and none were related to the independent variable. Therefore,
chi-squared tests were again used to determine in the population of
women whether having a history of suicide attempts or not
explained the relationship between ABCB1 and using a violent
suicide method. Finally, a binary logistic regression model was used
to test the contribution of the TTT haplotype on the dependent
variable (using a violent method or not for the suicide attempt) in
the subset of women that had attempted a violent suicide for the
first time. Alpha was set at 0.05.

3. Results
3.1. Evaluation of suicide

Of the total, 96 (16.6%) performed a violent suicide attempt. The
present suicide attempt was the first one for 208 (35.9%), and the
second for 165 (28.5%), whereas the rest had attempted more than
two times. Almost half of the population (n = 264; 45.7%) had
family history of suicide.

3.2. Evaluation of ABCB1 SNPs

The ABCB1 SNPs of the present population were not in H-W-E
(Table 1). Furthermore, no associations were found between car-
riers of the T allele in each of these SNPs and the use of a violent
suicide method.

The RT-PCR genotyping methodology used was verified. Thus,
the ABCB1 1236C>T (rs1128503), 2677G>T/A (rs2032582) and
3435C>T (rs1045642) SNPs were also analyzed in 85 anonymous
samples using the IPLEX® ADME PGx Panel on the MassArray®
genotyping system (Everts et al., 2012) based on matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometer (Oeth et al., 2005). The results obtained using both

Table 1
Distribution of SNPs in the overall population of suicide attempters (n = 578) and
across those who chose violent and non-violent suicide methods.

SNPs Genotype n (%)
Suicide Attempt Violent Suicide Nonviolent Suicide
Attempt Attempt
(n=578) (n=96) (n =482)
1236C>T  CC 186 (32.2) 25 (26.0) 161 (33.4)
CT 322 (55.7) 54 (56.3) 268 (55.6)
T 70 (12.1) 17 (17.7) 53 (11.0)
2677G>T/A GG 187 (32.4) 25 (26.0) 162 (33.6)
GT 302 (52.2) 48 (50.0) 254 (52.7)
T 72 (12.5) 20 (20.8) 52(10.8)
GA 9(1.6) 2(2.1) 7 (1.5)
TA 7(1.2) 1(1.0) 6(1.2)
AA 1(0.2) 0 1(0.2)
3435C>T CC 139 (24.0) 23 (24.0) 116 (24.1)
CT 313 (54.2) 46 (47.9) 267 (55.4)
TT 126 (21.8) 27 (28.1) 99 (20.5)

methods, RT-PCR and the IPLEX® ADME PGx Panel on the Mas-
sArray® System, were the same for the three SNPs in all samples.

3.3. Evaluation of ABCB1 haplotype 1236T, 2677T and 3435T

The three most frequent ABCB1 haplotypes were CGC (44.9%),
TTT (34.8%) and CGT (11.5%). In keeping with the objective of the
present study, only the TTT haplotype was analyzed to predict the
use of a violent method. A variable was created for such aim. A value
of 0 was given to those who did not carry any T variant, of 1 to those
carrying at least one T allele at the three SNPs, and of 2 for those
who were homozygous for the T allele in the three SNPs.

The association between the TTT haplotype with the nature of
the method used for attempting suicide (violent or not) was tested
in the overall population (n = 578). A higher frequency (Test
value = 5.67; p = 0.017) of suicide attempters using violent
methods among those carrying the ABCB1 haplotype (1236TT-
2677TT-3435TT) was found (Table 2).

As previously stated in methods, two confounding variables
were identified (gender and number of previous suicide attempts)
in association with the use of violent suicide methods, which could
partly explained the relationship between TTT and use of violent
suicide methods. Therefore, this association was tested only in
women (n = 505) showing that the TTT haplotype was significantly
related to violent suicide attempt (linear-by-linear association test
value = 6.63; p = 0.01; Pearson Chi Squared: 10.23; p < 0.01)
(Table 3). In addition, the association was tested in women divided
with regard to their history of suicide attempts (first suicide
attempt or more) (Table 3). Results showed that among first-time
suicide attempters, those that used a violent suicide method were
more frequent among the TT-TI-TT haplotype carriers
(lineal x lineal = 4.62; p = 0.03). Indeed, the TT-TT-TT haplotype
increased a 3- to 4-fold the risk of using a violent suicide method
among women who had attempted suicide for the first time
(OR = 3.6; CI95%: 1.08—12.09; p = 0.04).

4. Discussion

The present study shows a relationship between violent suicide
attempts and genetic variation in the ABCB1 gene. In particular, the
use of a violent suicide attempt method appears more frequent
among those carrying the haplotype 1236TT-2677TT-3435TT and
less frequently used by those that do not carry the T allele at these
SNPs. This finding is of major relevance since violent suicide
attempters present an increased risk of lethality (Gunnell et al.,
2005) and suicide completion (Runeson et al., 2010). This is
consistent with recent data reported in a forensic population about
a higher frequency of the T allele in the three very same positions of
the ABCBI1 in individuals who died by violent suicide (Boiso Moreno
et al,, 2013).

The fact that the present population including only suicide
attempters was not in H-W-E might be related to a selection bias.
Indeed, in the study of Boiso Moreno et al. (Boiso Moreno et al.,

Table 2
Frequency of violent and nonviolent suicide attempts across individuals with non
TTT, TTT and TTT-TTT ABCB1 1236C>T, 2677G>T, 3435C>T haplotypes.

ABCB1 1236C>T, 2677G>T, 3435C>T haplotypes

Non TTT n (%) TTT n (%) TTT-TTT n (%)
Violent Suicide intent 31(13.8%) 49 (16.4%) 16 (29.6%)
(n = 96; 16.6%)
Nonviolent Suicide Intent 194 (86.2%) 250 (84.6%) 38 (70.4%)
(n = 482; 83.4%)
Total 225 (38.9%) 299 (51.7%) 54 (9.3%)
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Table 3

Frequency of violent and nonviolent suicide attempters carrying non TTT, TTT or TTT-
TTT in the subpopulation of women (n = 505) who have attempted for the first time
vs. those who have attempted two or more times.

ABCB1 1236C>T, 2677G>T, 3435C>T haplotypes

Non TTT n (%) TTT n (%) TTT-TTT n (%)
First Suicide Attempt (n = 172)
Violent (n = 8; 4.7%) 1(1.5%) 5 (5.4%) 2 (16.7%)
Nonviolent (n = 164; 95.3%) 66 (98.5%) 88 (94.6%) 10 (83.3%)
Second or more Suicide Attempt (n = 333)
Violent (n = 61; 18.3%) 20 (15.7%) 30 (17.3%) 11 (33.3%)
Nonviolent (n = 272; 81.7%) 107 (84.3%) 143 (82.7%) 22 (66.7%)
Total 194 (38.4%) 266 (52.7%) 45 (6.9%)

2013), the SNP C1236T was not in H-W-E in the general group of
individuals that died by suicide and the SNPs C1236T and C3435T
were not in H-W-E either in those who died by using a violent
suicide method.

Present study also shows that carrying the ABCB1 haplotype
(1236TT-2677TT-3435TT) increases the risk for using a violent
method among women who are first-time suicide attempters,
which also supports previous data in a forensic population (Boiso
Moreno et al., 2013). The fact that gender partially explained this
association can be due to an overrepresentation of females, as
observed in other studied populations (Lin et al., 2011). Similarly, in
the Swedish forensic study of Boiso Moreno et al. (Boiso Moreno
et al., 2013), the population was mostly of males (76%) and the
association of the T allele in the ABCB1 gene and violent suicide was
only significant for males. Thus, despite males tend to complete
suicide more often than females via high mortality actions such as
hanging or firearms (Schrijvers et al., 2012; Varnik et al., 2008), the
present study suggests that genetic variation at these ABCB1 SNPs
may predispose to the use of violent suicide methods regardless
gender. Therefore, carrying the T allele might similarly increase the
likelihood of lethality in men and women through the choice of
violent means that ensure death.

Curiously, the T allele was not associated with major depression
as in previous studies (Fujii et al., 2012; Lin et al., 2011), suggesting
that such association might be the result of suicidal ideation and
behaviors in depressive patients as found by Perroud et al. (Perroud
et al., 2011). Paradoxically, a recent study (Santos et al., 2014) found
that males carrying the ABCB1 1236T, 2677T and 3435T haplotype
had nearly 70% less risk of developing major depression. However,
these findings need replication because the sample size was very
small (21 cases vs. 42 controls), and the characteristics of the
population were different from those of the present study or other
including psychiatric patients. For example, the selected cases with
a diagnosis of major depression could be classified as “mild” since
despite having a mean age of 40.5 years, none had a history of
depressive episodes, chronic depression, severe physical illness,
psychiatric disorders with psychotic symptoms, substance depen-
dence, or personality disorders. Similarly, the control individuals
were collected among blood donors who were not evaluated for an
episode of major depression.

The association of the T allele with the use of a violent mean of
suicide is intriguing and it might be explained by the P-gp partic-
ipation in the transport of endogenous physiological products or
exogenous drug substrates. With regard to the former, clinical
studies in vitro have associated the haplotype TTT to reduced P-gp
transporter activity, losing about 80—100% of its efflux capability
(Salama et al., 2006). Some authors have proposed that this
decreased function may lead to a potential endogenous accumu-
lation of toxic substances such as neurotoxins (Fujii et al., 2012). For
example, P-gp regulates in vivo brain access of endogenous steroids
(Uhr et al., 2002). Consistently, the haplotype TTT at these positions

has been related to glucocorticoid sensitivity (Xue et al., 2014).
Furthermore, studies in mice have shown that absence of the P-gp
function at the blood brain barrier leads to big changes in activity
and regulation of HPA activity (Muller et al., 2003), which is
consistent with HPA alterations and high levels of cortisol in sui-
cidal patients, independently of depression (Van Heeringen and
Mann. 2014). Indeed, HPA axis dysregulation as demonstrated by
dexamethasone non-suppression is one of the most promising
biologic predictors of completed suicide increasing its risk about
4.5 fold (Mann and Currier. 2007). Importantly, individuals with the
haplotype 2677TT-3435TT seem to show a decrease release of INF-
gamma, IL-2, IL-4 and TNF-alpha in cultures treated with dexa-
methasone suggesting a potential involvement of P-gp in transport
of some cytokines and in response to dexamethasone therapy. In
agreement, there are studies reporting differentiated levels of cy-
tokines in regards to suicidal behavior (reviewed in Serafini et al.
(2013)).

On the other hand, the association of the T allele with choosing
violent suicide methods may be explained by its participation in the
transport of P-gp drug substrates. The presence of the T allele may
have implications for successfully treating depression with antide-
pressants that are P-gp substrates, since the rapid and efficacious
treatment of depression is relevant to reduce suicidal ideas and
thoughts. Thus, it is possible that is mediated by differences in
therapeutic levels of P-gp drug substrates in people under treatment
of depression influencing response to treatment. Consistently, the
lack or reduced function associated with the T allele has been also
related to higher plasma levels of different P-gp drug substrates
(Neuvonenetal.,2011; Anglicheau etal.,2003; Chowbay et al.,2003;
Keskitalo et al., 2008), or with neuropsychiatric side effects
(Aarnoudse et al., 2006), which could be related to present findings.
However, a previous study in forensic populations did not find a
relationship between suicide and intoxication with the antidepres-
sant venlafaxine (Karlsson et al., 2013). Curiously, in such study,
about 70 percent of the individuals who were homozygous for the T
allele in the three ABCB1 positions (C1236T, G2677T/A, C3435T)
were more likely to have died by suicides using violent methods
(hanging and drowning) but none of them were associated with
intoxication. Future studies evaluating the relationship between
ABCB1 and violent suicide should control for antidepressant treat-
ment, which is an important limitation of the present study.

In conclusion, the present study has shown that the ABCBI
haplotype (1236TT-2677TT-3435TT) increased the risk of violent
suicide attempts, in particular of the first attempt. Therefore, gen-
otyping for these three ABCB1 SNPs may be useful to identify people
at risk of first violent suicide intent.
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Running title: CYP2C19 worldwide variation.

Abstract. This review evaluates the worldwide frequency distribution of CYP2C19 alleles and
CYP2C19 metabolic phenotypes (“predicted” from genotypes and “measured” with a probe
drug) among healthy volunteers from different ethnic groups and geographic regions, as well as
the relationship between the “predicted” and “measured” CYP2C19 metabolic phenotypes. A
total of 52,181 healthy volunteers were studied within 138 selected original research papers.
CYP2C19*17 was frequent in Africa, America, Middle East and Europe. CYP2C19*2 and *3
alleles were more frequent in Asians, and even a highest frequency of these alleles was found in
populations from Oceania, which may be a consequence of genetic drift process in the Pacific
Islands. Regarding CYP2C19 metabolic phenotype, poor metabolizers were more frequent
among Asians than in Europeans, contrarily to the phenomenon reported for CYP2D6. A high
correlation index has been detected between the population frequencies of CYP2C19 poor
metabolism “predicted” from CYP2C19 genotypes (gPMs) and the poor metabolic phenotype
“measured” with a probe drug (mPMs). Nevertheless, further research is needed in African and
Asian populations, which are under-represented, and additional CYP2C19 variants and the

metabolic phenotype, should be studied.
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Introduction

Cytochrome P450 enzymes are responsible for the phase I metabolism of several endogenous
and exogenous substrates. Within the CYP2C subfamily, CYP2C19 is relevant because is highly
polymorphic® and is involved in the metabolism of drugs widely used in clinical practice such as
several antidepressants, proton pump inhibitors, warfarin, and plays a key role in the activation
of the prodrug clopidogrel’. Therefore, CYP2C19 polymorphisms account for inter-individual

variability in the metabolism of the above mentioned drugs.

The CYP2C19 hydroxylation capacity can be determined by two approaches: “measured”
metabolic phenotype with a probe drug (e.g. mephenytoin, omeprazole, etc.)®, or “predicted”
phenotype from genotype. The CYP2C19 “measured” metabolic phenotype is variable, and a
group of subjects with impaired activity, the so-called poor metabolizers (mPMs) has been

described. The mPMs phenotype is inherited as an autosomic recessive character”,

The gene that encodes the CYP2C19 enzyme belongs to the CYP2C gene cluster located on
10924 and for which over forty-eight CYP2C19 allelic variants have been described, ranging
from null to increased enzymatic activity”. Individuals carrying two inactive CYP2C19 alleles
(i.e. CYP2C19*2, *3) have been classified as having a “predicted” poor metabolism (gPMs),
and those carrying the increased activity allele *17, this is wt/*17 or *17/*17 genotypes, are
considered as ultrarapid metabolizers (gUMs). Individuals considered as gPMs or gUMs have
shown variation in their clinical response, including well-documented adverse drug reactions®™.
For instance, a high incidence of side effects has been observed in patients with inactive
CYP2C19 alleles treated with antidepressants such as amitriptyline®; and neurological toxicity
induced by the antiepileptic phenytoin has been reported for patients who carry CYP2C9 and
CYP2C19 null alleles’. Moreover, in psychiatric patients using mephenytoin as a test drug, the
lack of inhibitory effect of CYP2C19 compared to CYP2D6 was demonstrated® as well as its
lack of implication in clozapine metabolism®. On the contrary, patients who possess the
CYP2C19*17 allele exhibit a higher clearance of warfarin enantiomers than those individuals
homozygous for the wild type allele, which could impact the international normalized ratio
value in the anticoagulant therapy'®. However, the relation of this variant on an increased
CYP2C19 activity for other drug therapies still remains controversial'>*>. These and other
reports have led regulatory agencies (i.e. Food and Drug Administration, European Medicine

Agency) to recognize CYP2C19 as a pharmacogenetic biomarker for sixteen drugs'**

, and
CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium) has developed guidelines with
therapeutic recommendations for clopidogrel and amitriptyline according to CYP2C19

genotype’.



76
77
78
79
80
81

82
83
84
85
86
87
88
89

90
91
92
93
94
95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

110

Nevertheless, benefits of a CYP2C19 impaired metabolism also have been reported. For
instance, mPMs showed an increased healing rate in the treatment of gastric ulcers with proton
pump inhibitors as a result of increased drug plasma levels”®; and a synergic effect of
clopidogrel and calcium-channel blockers on the reduction of blood pressure has been reported,
which is explained by the metabolic interaction between these two drugs and the influence of
CYP2C19*2 in the regulation of aldosterone®®.

There is also an implication of CYP2C19 activity in the metabolism of endogenous compounds
as substrates of the central nervous system'’. It has been reported that individuals with an
increased CYP2C19 activity show more depressive symptoms™ and, recently, in a transgenic
mouse model it has been shown that it influences the brain development and affective
behavior'®. Furthermore, a high combined CYP2D6-CYP2C19 metabolic capacity show an
increased risk for a severe suicide attempt®. Therefore, CYP2C19 genetic polymorphisms not
only could impact the metabolism of drugs, but also could affect the equilibrium of endogenous

compounds.

Finally, CYP2C19 allele frequencies show interethnic variability. Thus, CYP2C19*3 is mainly
found in Asians®, whereas in European and African populations CYP2C19*2 is the most
frequently found allelic variant. Similarly, CYP2C19*17 is common among Europeans®.
Regarding to “measured” metabolic phenotype, the frequency of CYP2C19 mPMs in
Caucasians is ranging from 1 to 5%* %', and a high variability has also been observed across

populations, with a higher prevalence among individuals from Oriental countries (10-23%)°%.

Hence, the aim of this study was to evaluate the worldwide frequency distribution of the
CYP2C19 alleles, “predicted” phenotypes from genotypes and “measured” metabolic
phenotypes among healthy volunteers from different ethnic groups and geographic regions; as
well as to determine the relationship between the “predicted” phenotypes from genotypes and
the “measured” metabolic phenotypes for CYP2C19. Ultimately, pharmacogenetic knowledge
about CYP2C19 geographic and interethnic variability is expected to be useful to inform drug
treatment with these substrates within specific populations by improving the quality of
population healthcare by preventing adverse drug reactions or therapeutic failures.

Methods

The present review was conducted by search within PubMed database using the terms
‘CYP2C19’ and, one by one the names of the different countries. The “measured” metabolic
phenotypes search was carried out by typing the terms ‘CYP2C19’ and the probe drugs known
to have been utilized for the in vivo CYP2C19 phenotyping studies (mephenytoin, omeprazole,

and proguanil).
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The following inclusion criteria were used for studies selection: (i) one or more CYP2C19
alleles were studied; (ii) CYP2C19 allelic frequencies and/or metabolic phenotypes were
reported; (iii) individuals selected randomized as healthy volunteers; and (iv) at least 50
individuals were studied, except for those studies on Native populations from America, Oceania

and the Circumpolar region, as previously stated®*

(Figure 1). Studies including individuals
selected as controls or patients from case-control studies were excluded, as well as those reports

that measured actual metabolic phenotype but did not report the number of poor metabolizers.

As a result, 138 original research papers were selected and either classified by geographic
region and ethnic group. Six major geographic regions were considered: Africa, America, Asia,
Europe, Oceania and the Middle East. The ethnic groups were classified following previous

methods®!*?

, with a modification (Table 1): Asians were divided into South Asians (involving
people from India, Sri Lanka, and Romani population living in Hungary), East Asians (Asians
and Asian descendants living in Canada, China, Japan, Korea, Malaysia, Thailand, USA, and

Vietnam) and North Asians (Russians).

The frequencies of CYP2C19 alleles, “predicted” phenotypes and “measured” metabolic
phenotypes at each geographic region and for every ethnic group were calculated. To determine
the “predicted” phenotype from genotype frequencies, individuals carriers of CYP2C19*2/*2,
*2/*3, and *3/*3 genotypes were classified as poor metabolizers (gPMs), whereas those
individuals homozygous or heterozygous (wt/*17) for CYP2C19*17 allele were considered as
ultrarapid metabolizers (gUMs)®. Regarding to “measured” metabolic phenotypes, individuals
reported as poor metabolizers according to their actual metabolic phenotype were identified as
mPMs.

The frequencies calculated for each geographic region and ethnic group were compared by a
chi-squared test with Yate’s correction using GraphPad Software (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA)*®. Furthermore, the comparisons between the allelic, “predicted” phenotypes and
“measured” metabolic phenotypes frequencies for each geographic region and ethnic group
were made versus a weighted average of the frequencies of the remaining groups'®. Thus, to
calculate the weighted average, the number of studied subjects was taken into account.
Moreover, the analysis of correlation between CYP2C19 gPMs and mPMs was carried out using
SPSS Base 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Still, this methodological approach have some limitations as in some cases, the single nucleotide

polymorphism (SNP) studied for the CYP2C19 alleles differed from one study to another.
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However, in the present review, the CYP2C19 alleles from the 138 original papers were used
independently of the genotyped SNPs. Moreover, CYP2C19*1 frequency is not calculated in the
present review since this allele is determined by the absence of other CYP2C19 polymorphisms

and thus can vary depending on the number of studied alleles.
Results
CYP2C19 studies across the world population

The studies on CYP2C19 included a total of 52,181 healthy volunteers (7.43x10* % of the
world population) distributed as follows: 31.71% were Asians, 14.37% Americans, 28.72%
Europeans, 6.68% Africans, 5.09% Middle Easterns and 13.43% individuals were from
Oceania. Specifically, CYP2C19 alleles were studied in 42,241 subjects, while the CYP2C19
“predicted” phenotype from genotype was determined for 31,834 subjects, and the CYP2C19

metabolic phenotype was measured using a probe drug in 13,802 subjects.

Up to date, forty-eight CYP2C19 allelic variants have been reported in the Human Cytochrome
P450 (CYP) Allele Nomenclature Database®, though only seventeen alleles have been studied in
different populations. Among them, CYP2C19*2 has been studied in all ethnic groups and
geographic regions, and CYP2C19*3 has been analyzed in every population included in this
review, except for the Africans admixed. CYP2C19*17 allele has also been widely studied
though its evaluation in more populations is highly advisable (Table 1). Other minor CYP2C19
alleles analyzed such as *6, *7, *8, *9, *15, *18, *23, *24, *25, and *26 have only been studied
in Chinese, Colombian, Arabian Saudi, Egyptian and Korean populations, but their frequencies

are quite lower or even were not found (data not shown).
CYP2C19 allele variability across ethnic and geographic groups

The allele frequencies of CYP2C19 by ethnic group and geographic regions are shown in Table
1 and Figure 2, respectively. When classified by ethnicity, the CYP2C19*2 allele was more
frequent in Native Oceanians (61.30%) than in the rest of the populations (p<0.001), followed
by East and South Asians (30.3%). The CYP2C19*3 allele was also more frequent in Native
Oceanians and East Asians (14.42% and 6.89%, respectively; p<0.001 in both cases), whereas it
was rarely found in the rest of the ethnic groups. On the other hand, CYP2C19*17 was more
common in Mediterranean and South-Europeans (42.00%, p<0.001), and in Middle East
populations (24.87%, p<0.001).
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Geographically, CYP2C19*2 and CYP2C19*3 alleles are more frequent in Oceania than in the
rest of the geographic regions (60.63% and 14.22%, respectively; p<0.001 in both cases), while
CYP2C19*17, associated to an increased enzymatic activity, predominates in Europe and
Middle East regions (26.48% and 24.87%, respectively; p<0.001). Additionally, this allele has
been found in a very low frequency in Asia when compared with other regions (1.57%,
p<0.001).

Variability of the CYP2C19 *‘predicted”” phenotypes from genotype across ethnic and

geographic groups

The frequencies of gPMs and gUMs according to ethnicity are shown in Table 2. The highest
frequency of gPMs was found in Native Oceanians (58.96%, p<0.001), followed by East Asians
(12.82%, p<0.001), whereas gPMs were quite less frequent among North Africans (0.82%,
p<0.001). Furthermore, gUMs presented a high frequency in most of the ethnic groups, with the
highest frequency reported for Middle Easterns (35.96%, p<0.001), American Caucasians
(32.87%. p<0.001) and American admixed (30.09%, p<0.001). However, individuals identified
as guUMs were the 1.26% of East Asians (p<0.001).

Considering the geographic regions, gPMs were more prevalent in Oceania than in the rest of
the world (58.15%, p<0.001) whereas, contrarily, the lowest frequency was found in populations
from Europe (1.76%, p<0.001). As in the analysis by ethnic groups, gUMs were also more
frequently found in Middle East region (35.96%, p<0.001), as well as were quite frequent in
America (29.30%), and Europe (28.72%), but they were not as prevalent in countries from Asia
(3.47%, p<0.001) (Table 3).

Variability of the CYP2C19 “measured” metabolic phenotype across ethnic and geographic

groups

Considering ethnicity, CYP2C19 mPMs were more frequent between East and South Asians
(14.99% and 12.78%, respectively, p<0.001 in both cases), and less frequent in Circumpolar
populations (1.97%). Additionally, no studies on actual metabolic phenotype were found for
North Asian, North African, African admixed or Australian Caucasian populations (Table 2).
Geographically, the mPMs were found in a high frequency in Asia (14.56%, p<0.001), while
the lowest frequency was observed in populations from Europe (2.24%, p<0.001), as indicated
in Table 3.
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Correlation between “predicted” phenotype from genotype and “measured” metabolic
phenotype

High correlation coefficients were found between the frequencies of CYP2C19 gPMs and
mPMs when either ethnicity (r=0.935, p<0.001) or geographic region (r=0.988, p=0.002) were
selected as classification criteria (Figure 3). Oceania and Native Oceanian populations were
excluded for these analyses since they are heterogenous populations and there are not studies of
gPMs and mPMs frequencies in the same populations, resulting in a remarkable difference

between the frequencies of gPMs and mPMs (Tables 2 and 3).
Discussion

The frequencies of CYP2C19 alleles present interethnic variability and show different
geographic pattern of distribution from other CYPs*. CYP2C19*2 and CYP2C19*3 alleles are
frequent among Asians and in Oceanians, as previously reported’. Regarding metabolic
phenotype, the poor metabolizers are common among Asians, while the ultrarapid metabolism
“predicted” from genotype is frequent in populations from Middle East, America and Europe.
Up to our knowledge, this study is the first to describe the variability of “predicted” phenotypes
from genotypes and “measured” metabolic phenotypes across worldwide populations and to
determine the potential correlation between their frequencies, as well as to calculate CYP2C19

alleles’ frequencies by ethnic groups and geographic regions.

According to the population size of each geographic region®, the current knowledge about
CYP2C19 across worldwide populations seems to be founded on an over-representation of
European and Oceanian subjects, while the reports for Africans and Asians are under-
represented, so that the percentage of subjects studied for CYP2C19 are below the proportion of
these populations in the world (6.68% studied vs. 14.72% of the world for African population,
and 31.71% studied vs. 55.67% of the world for Asians).

Currently, some of the better known CYP2C19 alleles have been widely studied worldwide,
whereas there is a gap regarding many allelic variants not extensively studied which could be of
interest. Many of the reported CYP2C19 alleles are non-synonymous polymorphisms that could
affect the protein product and, therefore, analyzing a higher number of alleles would increase
the knowledge on CYP2C19 variants and their potential importance regarding the responses to
drug therapy by administering CYP2C19 substrates, particularly in those geographic regions
where a high prevalence of PMs or UMs has been detected. With regard to the ethnicity
analyses, CYP2C19 allele frequencies showed an interethnic variability throughout global

population that could be influenced by ancestral migrations and the human population history™.
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In this sense, the unusual high frequencies of CYP2C19*2 and CYP2C19*3 alleles in Oceania
may be due to several factors: firstly, the studies reported for this region are from Papua New
Guinea, Vanuatu and Melanesia, which comprise geographically isolated populations, ethnically
diverse; and, secondly, the colonization of the Pacific Islands is believed to have started from
Southeast Asia, where CYP2C19*2 and *3 alleles are highly prevalent and, thus, a genetic drift
process may be involved®. For the rest of the geographic regions, CYP2C19*2 and
CYP2C19*3, which are associated to reduced activity, are frequently found in Asian
populations, whereas only CYP2C19*2 has been observed in European, American and African
populations. CYP2C19*17 allele is common in Africa, America, Middle East and Europe, while
it is rarely found in Asia. The variability on the distribution of CYP2C19 alleles throughout the
world may have clinical implications since drug development process and clinical trials have
been mainly performed in populations who are primarily Caucasians, in USA and Western
Europe. Therefore, ethnic differences and migration phenomena should alert physicians about
the importance of underlying genetic determinants on drug response when used in populations

or subjects from different genetic backgrounds®’.

The discrepancy between the CYP2C19 “predicted” phenotype from genotype and the
CYP2C19 “measured” metabolic phenotype observed for populations from Oceania can be
explained due to the different populations in which the studies have been carried out. Genotype
analyses have been developed in populations from Vanuatu, Papua New Guinea, Australia and

Melanesia®-3&-4

, Whereas the metabolic phenotype studies have been carried out in New
Zealand™. Therefore, the ethnic diversity and geographical isolation of these populations
hinders the correlation studies and, even more, none of the studies have included both genotypic
and phenotypic studies within the same population. Nevertheless, in the rest of the geographic
regions and ethnic groups, the frequency of gPMs was strongly correlated with the mPMs
frequency, which could indicate that CYP2C19 genotype could adequately predict the poor

metabolic phenotype.

Both CYP2C19 gPMs and mPMs were more frequently found in Asians than in Caucasians,
which is opposite to the phenomenon observed at the CYP2D6 geographic distribution, for
which gPMs are more common in Europe and other Caucasian populations than across Asians®.
Regarding the so-called ultrarapid metabolism, individuals were considered as gUMs either
when they were heterozygous or homozygous for CYP2C19*17 allele, as previously stated in
CPIC guidelines?, as well as in other studies®*°. However, some other reports have considered
individuals with wt/*17 genotype as extensive metabolizers*"*. Therefore, the frequency of
gUM s reported in this review should be cautiously considered and further studies required to

confirm the enhanced activity of this variant across populations.
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Most of the studies included in this review reported “predicted” phenotype from genotype or
“measured” metabolic phenotype; and just a few performed both analyses simultaneously. The
correlation analysis carried out between these phenotypes’ frequencies does not include the
same individuals which represents a limitation for this study. Consequently, additional research
including both “predicted” phenotype from genotype and “measured” metabolic phenotype is
still necessary to confirm whether CYP2C19 genotype can accurately predict the actual

metabolic phenotype for all the individuals.
Conclusion

Worldwide genetic variability of the CYP2C19 gene is a widely recognized phenomenon.
CYP2C19*2 and *3 alleles are more frequent in populations from Asia and Oceania than in the
rest of the world, whereas CYP2C19*17 is common in Africa, America, Middle East and
Europe. Regarding “predicted” metabolic phenotype from genotype, gPMs have been found to
be frequent in Oceania and Asia, while gUMs are common in Middle East, America and Europe.
Although “measured” metabolic phenotype has not been studied across all populations, a high

frequency of mPMs was found in South and East Asians.

The knowledge on CYP2C19 allele frequencies is, therefore, necessary to take better decisions
to improve drug therapies when CYP2C19 substrates are administered. However, more studies
are required, especially in those less analyzed populations, such as Africans and Asians, as well
as additional knowledge on those allelic variants scarcely studied. According to the data here
presented, CYP2C19 genotyping strategies are quite useful to identify CYP2C19 poor
metabolizers, except for specific populations from Oceania, for which simultaneous studies of

genotype and metabolic phenotype are required.

More CYP2C19 variants in all populations as well as the “measured” metabolic phenotype
should be still analyzed in more individuals from different ethnic groups. Additional studies

could contribute to a more specific definition of the ultrarapid metabolic phenotype.
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Table 1. Frequencies of CYP2C19 alleles analyzed in different ethnic groups.

Ethnic groups

CYP2C19 allele frequencies*

Country/zone Ref.
N *2 *3 *4 *5 *17 *27 *28
Black Black Africans 2830 15.48 0.27 (2520) 17.71 33.00 5.00 Benin, Ethiopia, Gambia, Ghana,
(2604) ' (326) (100) (100)  Nigeria, South Africa, Tanzania, 49-62
Uganda, Zimbabwe
North Africans 367
8.65 0.20 Egypt 63,64
(367) (247)
African Americans 336 2231 0.80 USA 65,66
(336) (236)
Middle East Middle Easterns 2154
13.46 1.88 0.47 0.00 24.817 USA** Turkey, Saudi Arabia, Iran o711
(2154) (1703) (1047) (404) (573)
Natives Native Americans 638 10.84 0.00 0.00 0.00 10.95 . . 78.80
) ’ ’ ’ ) Brazil, Mexico
(638) (455) (365) (365) (273)
6766 61.30 14.42 Australia, Melanesia, New
i i 6766 6766 ) ) 36,38-42,81
Native Oceanians ( ) ( ) Zealand, Papua New Guinea, Vanuatu
Circumpolar populations 311 14.86 0.00
polarpop Canada 8283
(311) (159)
Admixed African admixed 75 17.00 14.00 8.00 4.50
South Africa %
(75) (75) (75) (75)
American admixed 4980 12.25 0.00 20.57 Bolivia, Brazil, Chile, Colombia
0.17 (3772) 0.00 (334 y ' ' '
(4980) (3772) (39 (33 (2360) Ecuador, Mexico, Puerto Rico, USA, 86,76,70,84-63
Venezuela
Caucasians American Caucasians 416 13.01 0.59 3.00 0.00 20.10 USA 66.94
(416) (416) (143) (143) (143)
Australian Caucasians 99 14.60 0.00 .
: : Australia %
(99) (99)
Scandinavians 1304
16.20 0.00 0.00 20.80 Sweden, Norway, Finland, Denmark 96-99
(1304) (94) (94) (770)
Central-Europeans 5044 13.07 0.17 Belgium, Germany, Hungary, 57.100-103
(743) (603) Netherlands
Mediterranean and South- 1204 12.51 0.08 42.00 Greece, Italy, Portugal, Spain 92,104-107



Europeans (1204) (1078) (282)

Slavs 724 12.97 0.23 .
' ' Russia
(724) (372)
Asians South Asians 2117
5034 0.48 13.74 India, Romani population, Sri Lanka
(1947) (1947) (189)
East Asians 30.26 6.89 0.10 0.96 Canada, China, Japan, Korea
12525 0.19 (790 ) ) ) )
(11857)  (11788) (90 g3  (@777) Malaysia, Thailand, USA,
Vietnam
North Asians 351 18.51 4.43 .
' ' Russia
(351) (351)

108-110

103,111-118

47,66,83,94,99,11
9-150

109

*Frequencies are expressed in % and in brackets is the number of subjects that have been studied for the specific allele. **Ashkenazi population living in USA

(United States of America).
N: Total number of subjects from a specific ethnic group that have been studied for a CYP2C19 allele.



Table 2. Frequencies of CYP2C19 “predicted” phenotypes from genotype and “measured” metabolic phenotypes in different ethnic

groups.

“Predicted” phenotype

“Measured” metabolic phenotype

Ethnic group % % References
N n gPMs gPMs N n guUMs gUMS N nmPMs % mPMs
Black Black Africans 2259 75 3.32 199 33 16.58 881 41 4.65 49-68,55-60,62.151
North Africans 367 3 0.82 - - - - - - 63,64
African Americans 336 12 3.57 - - - 229 9 3.93 65,66
Middle East Middle Easterns 2149 60 2.79 381 137 35.96 821 33 4.02 48,67-T1152-155
Natives Native Americans 548 16 2.92 183 38 20.77 302 21 6.95 78,79.156,157
Native Oceanians 6706 3954 58.96 - - - 157 11 7.01 36,3844
Circumpolar 311 12 3.86 - - - 152 3 1.97 8283
Admixed African admixed 75 6 8.00 75 13 17.33 - - - 5
American admixed 3946 94 2.38 1326 399 30.09 347 15 4.32 66.78,79,84-87,89-93,158
Caucasians American Caucasian 416 15 3.61 143 47 32.87 546 36 6.59 66,94.25,30.159
Australian Caucasian 99 3 3.03 - - - - - - %
Scandinavians 679 15 2.21 585 173 29.57 1317 37 2.81 24,28,96,98,160,27
Central Europeans 603 8 1.33 - - - 4696 96 2.04 57,100-103.161
2"03‘:;?;;"%%1';”5 925 17 1.84 282 76 26.95 505 13 2.57 23,92.105,10726
Slavs 642 10 1.56 - - - 366 8 2.19 108,110,162
Asians South Asians 1889 174 9.21 189 38 20.11 681 87 12.78 103,111-114,116-118,163-167
28,47,66,83,94,119—
122,124,126-133,136,138—
East Asians 9884 1267 12.82 1426 18 1.26 2802 420 14.99 140,142,144-146,153.30, 167
172
North Asians - - - - - - - - -

PMs: Poor metabolizers, UMs: Ultrarapid metabolizers. N: Total number of subjects studied; n: number of subjects considered as poor metabolizers either from

the genotype (gPMs or gUMs) or phenotype (mPMs) evaluation.



Table 3. Frequencies of CYP2C19 “predicted” phenotypes from genotype and “measured” metabolic phenotypes in the different geographic regions.

“Predicted” phenotype

“Measured” metabolic

) phenotype
Continent % % % References
N n gPMs gPMS N N gUMs gUMS N n mPMs mPMs

Africa 2701 84 311 274 46 16.79 881 41 4.65 45-53,55-60,62-64,140.151
Middle East 2149 60 2.79 381 137 35.96 821 33 4.02 48,67-77,152-135
Europe 2849 50 1.76 867 249 28 72 6884 154 224 23,24,28,57,92,96,98,100-103,105,107,108,110,160,27,161,26,162
America 5557 149 2.68 1652 484 29.30 1576 84 5.33 65,66,78,79,82-87,85-04,156-138,25,30,159

28,47,66,78,83,94,103,111-114,116-122,124,126-133,136,138—
Asia 11773 1441 12.24 1615 56 3.47 3483 507 14.56 140,142,144-149,153,30,163-172
Oceania 6805 3957 58.15 - - - 157 11 7.01 36,38-44.95

PMs: Poor metabolizers, UMs: Ultra-rapid metabolizers.

N: Total number of subjects studied; n: number of subjects considered as poor metabolizers either from the genotype (gPMs or gUMs) or phenotype (mPMs)

evaluation.
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Figure 1. Flow diagram of studies included in analyses.
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Figure 2. CYP2C19 major alleles’ frequencies across different geographic regions.
N: Total number of subjects studied for the CYP2C19 allele at each geographic region.
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Figure 3. Relationship between the ""predicted” CYP2C19 PM phenotype from genotype (gPMs) and

CYP2C19 PM "measured" metabolic phenotype (mPMs) in different ethnic groups (A) and
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geographic regions (B).




