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Resumen

RESUMEN

Introduccidn: Espafia, debido a su situacién geografica, es la frontera con Europa para los
extranjeros procedentes de Africa; por otro lado, debido a vinculos histéricos y culturales
con paises iberoamericanos da lugar a que sea uno de los destinos prioritarios para los
extranjeros de habla hispana. El pais Iberoamericano con mas residentes en nuestro pais es
Ecuador, que representa entre el 10-14 % de la poblacién extranjera total (fuente INE). Esta
poblacién recibe tratamientos con las mismas pautas que se utilizan en la poblacion
espafiola en su mayoria blancos europeos o caucasicos.

Se ha comprobado que existe variabilidad interétnica en el metabolismo de farmacos, por
tanto al administrar las mismas dosis de un farmaco a personas pertenecientes a diferentes
etnias podrian tener una respuesta diferente. Por tanto, el estudio de la variabilidad
poblacional de las enzimas metabolizadoras de farmacos CYP2D6 y CYP2C9 (genotipos y
fenotipos metabdlicos) puede servir para determinar en qué manera las dosis recomendadas
se podrian ajustar a una determinada poblacién. Hasta la fecha no existe ningin estudio de
este tipo realizado en la poblacidn ecuatoriana, y se desconocen las diferencias respecto de

la espafiola.

Objetivos: Los objetivos generales de la Tesis fueron describir en una poblacion mestiza
ecuatoriana los fenotipos metabdlicos de dextrometorfano y losartdn, los polimorfismos
genéticos de CYP2D6 y CYP2C9 asociados, la relacion entre ellos y compararlos con una

poblacion espafiola.

Material y Métodos: En la presente Tesis se estudié una poblacién de 118 voluntarios sanos
mestizos de Ecuador para la determinacion del fenotipo metabdlico de dextrometorfano y
polimorfismo genético CYP2D6. Se analizd otra poblacidn de 194 voluntarios sanos mestizos
de Ecuador para la determinacién del fenotipo metabdlico de losartdn y polimorfismo
genético CYP2C9. Ademas se estudié un panel de 13 voluntarios sanos espafioles para el

desarrollo de un nuevo método de determinacién de losartan y E-3174 en orina.
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Resultados y Discusidn: Se desarrollaron dos nuevos métodos de HPLC, uno con deteccidn
ultravioleta para la determinacién de dextrometorfano y dextrorfano en plasma, y otro con
deteccion por fluorescencia para la determinacion de losartan y E-3174 en orina. El
porcentaje de PM y UM para el metabolismo de dextrometorfano en la poblacion de estudio
fue 0.9% y 0%, respectivamente; menor en ambos casos a la poblacidon espafiola. Las
frecuencias alélicas de las variantes con actividad nula, reducida y multiplicadas del CYP2D6
en la poblacion de voluntarios sanos mestiza de Ecuador fueron del 14%, 5.1% y 0.8%,
respectivamente. La frecuencia de las variantes nulas y las multiplicaciones fueron menores
gue en la poblacién espafiola, pero la frecuencia de alelos con actividad reducida fue mayor
que en la poblacién espafiola. La frecuencia de las variantes CYP2C9*2 y CYP2C9*3 fueron
del 5.4% y 1.5%, menores que en la poblacién espanola. Ademas se ha encontrado una
influencia del género sobre el metabolismo de losartan.

Conclusidn: Por tanto, de acuerdo a los resultados de la presente tesis se puede concluir que
existe una variabilidad interindividual en los fenotipos metabdlicos de dextrometorfano y
losartdn, en los polimorfismos genéticos de CYP2D6 y CYP2C9 y la influencia de estos en el
fenotipo metabdlico en una poblaciéon de voluntarios sanos mestiza de Ecuador. Se han
encontrado diferencias entre la poblacién ecuatoriana y la espafola. Estos resultados
apoyan la variabilidad interétnica en el metabolismo de fadrmacos mediados por enzimas de
gran relevancia clinica (CYP2D6, CYP2C9) en poblaciones en general y en las poblaciones

hispanas en particular.
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1. POLIMORFISMO GENETICO DE LOS CITOCROMOS P450

1.1. Variabilidad en el metabolismo de farmacos

En la practica clinica se observa con frecuencia que pacientes tratados con la misma dosis de
un farmaco presentan variabilidad en la respuesta terapéutica y en la aparicidon de efectos
adversos. Esta variabilidad puede ser atribuible bien a factores farmacodinamicos o
farmacocinéticos. Las diferencias individuales en los procesos de absorcidn, distribucion,
metabolismo o excrecion pueden dar lugar a una variabilidad en las concentraciones
plasmaticas del farmaco y/o metabolitos. Entre los procesos farmacocinéticos, el
metabolismo es uno de los determinantes en la eliminacidon, y por tanto, de las
concentraciones plasmaticas de farmaco y/o metabolitos. Por otra parte, en muchos casos la
biotransformacién de los farmacos resulta esencial para que estos cesen su actividad
biolégica, siendo este proceso un paso importante de la variabilidad en el efecto
farmacoldgico. Las reacciones implicadas en el metabolismo de farmacos se clasifican en
reacciones de Fase |, que introducen o exponen un grupo funcional del farmaco original y
reacciones de Fase Il que conjugacidn entre el farmaco y el acido glucurénico

principalmente.

Entre las reacciones de oxidacidon de Fase | se encuentran las de hidroxilacion mediadas por
el sistema enzimatico denominado citocromo P-450. Estas reacciones son determinantes en
la eliminacion de numerosos farmacos y xenobidticos en general. Por tanto la variabilidad en
la actividad enzimatica de este sistema es determinante de las diferencias interindividuales

observadas en la respuesta a numerosos farmacos (Relling y Giacomini, 2005).

Las diferencias interindividuales en el metabolismo de farmacos estdan determinadas por
factores ambientales y genéticos (Kalow, 1992; Heim y Meyer, 1992), siendo estos ultimos
en muchos de los casos, muy importantes. La Farmacogenética es la disciplina que estudia
las bases genéticas que subyacen a las variaciones en el metabolismo y en la respuesta a los

farmacos (Pickar y Rubinow, 2001).

En los afnos 50 del pasado siglo, se describié la existencia de dos fenotipos metabdlicos:

acetiladores rdpidos y lentos de isoniazida. Este fue uno de los primeros polimorfismos
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metabdlicos estudiado en el metabolismo de farmacos. A partir de la segunda mitad del siglo
XX se estudia la variabilidad de la actividad enzimatica de las isoenzimas del citocromo
P-450. Estd ampliamente aceptado que factores genético-ambientales pueden modificar la
actividad de estas enzimas y ser causantes de diferencias en la concentracion plasmatica vy,
por tanto, en la respuesta terapéutica de los farmacos (Vesell, 1984; Pelkonen y Sotaniemi,

1987; LLerena y cols., 1996).

1.2. Caracteristicas generales de los Citocromos P450

Los citocromos P-450 (CYP) son una superfamilia de hemoproteinas que catalizan distintas
reacciones de 6xido-reduccidn en Fase I. El nombre de citocromo P-450 se debe a que estas
proteinas cuando son reducidas en presencia de diéxido de carbono (CO) presentan un
espectro con un maximo de absorcién en 450 nm. Los citocromos P-450 se encuentran
localizados en las membranas del reticulo endoplasmatico liso de diferentes tejidos,
principalmente en el higado (Figura 1), aunque también se encuentran en glandulas como

testiculos y glandulas adrenales (Guengerich y cols., 1993).

Figura 1. Porcentaje aproximado de los principales citocromos P-450 (CYP)
presentes en el higado (Figura adaptada de Dorado, 2003).

CYP2A6

CYP3AA
29%

= CYP2D6
2%

Estas enzimas son monooxigenasas de funcién mixta y su actividad requiere un agente
reductor (NADPH) y oxigeno molecular. En una reaccion tipica, una molécula de oxigeno es
consumida (reducida) por cada molécula de sustrato. Un dtomo de oxigeno se une al

producto y el otro se une a dos atomos de hidrégeno, formandose una molécula de H,0
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(Rang y cols., 1999). En este proceso intervienen dos enzimas: la citocromo P-450-NADPH
reductasa (que actla como transportador de electrones) y el citocromo P-450 (que lleva a
cabo la reaccidn en el sustrato). Filogenéticamente, estas enzimas se encuentran presentes
desde bacterias hasta humanos, exhibiendo un elevado nivel de conservacién estructural y

funcional (Kalow, 1992).

Para su clasificacion, cada familia enzimdtica (designada por niumeros ardbicos) se divide en
subfamilias (designadas por letras), de tal manera que las sucesiones o secuencias de
proteinas que se incluyen dentro de la misma subfamilia deben ser idénticas en mds del 55%

de la composicién de aminoacidos.

Las enzimas citocromo P-450 participan en la eliminacién de xenobidticos (farmacos,
carcinégenos, pesticidas, etc.) y en la degradacion de sustancias producidas por el propio
organismo (esteroides, sales biliares, vitaminas liposolubles A y D, alcaloides enddgenos,
etc.) (Kalow, 1992). En humanos, de los mas de 50 CYPs conocidos, solo tres familias de
enzimas (CYP1, CYP2 y CYP3) parecen tener una contribucion relevante en el metabolismo
de farmacos y de xenobidticos (Wrighton y Stevens 1992; Gonzalez, 1992; Cholerton y cols.,
1992; Hasler, 1999). Numerosas isoenzimas de estas familias presentan una gran variabilidad
interindividual en su actividad catalitica, debida principalmente a influencias genético-

ambientales (CYP1A1, 1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y 3A5) (Figura 1).

1.3. Polimorfismo metabdlico de los Citocromos P450

A la variabilidad en el material genético también se le denomina polimorfismo (del griego
poli = muchos; morfos = forma), que se define como una secuencia del ADN (acido
desoxirribonucleico) con dos o mas alelos, donde el alelo mas raro tiene una frecuencia
mayor del 1%; cuando una secuencia cumple con esta definicidon se dice que es un locus
polimorfico. Si la frecuencia es mas baja de este 1%, entonces es llamado un “caso raro”

(Bertilsson, 1995; Kalow 1992).

El término “polimorfismo genético” se ha referido a la existencia de diferentes genotipos en
una poblacion, esta caracteristica se hereda por un mecanismo mendeliano o monogénico

recesivo de los alelos correspondientes (que ocuparan un mismo locus en el cromosoma)
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(LLerena, 1988). Estas reacciones metabdlicas dependientes de una enzima bajo control
monogénico, conduce a que los parametros metabdlicos (aclaramiento total, indice de
formacién de metabolitos, vida media, concentraciones plasmaticas e indice metabdlico)
muestren una curva de distribucion discontinua en una poblacion (LLerena, 1988).
Tedricamente, la distribucion de fenotipos de un rasgo monogénico recesivo deberia ser
trimodal (homocigoto recesivo, heterocigoto y homocigoto dominante) con tres picos
(LLerena, 1988). La razdn que explicaria esa bimodalidad es que los heterocigotos y
homocigotos dominantes no pueden ser separados funcionalmente por los métodos de

fenotipacidn que se dispone en la actualidad, la distribucion de las curvas estan solapadas.

1.4. Determinacion de la actividad metabdlica de los citocromos P450

La actividad catalitica de una enzima CYP puede ser determinada por una prueba de
fenotipacidén. En esta prueba se mide la capacidad de metabolizar un farmaco que es
especificamente metabolizado por la enzima CYP en cuestion. Dicha prueba consiste en la
administracion de una sola dosis de un farmaco test a un individuo, posteriormente se
determinan las concentraciones del farmaco y su metabolito ya sea en plasma u orina
(Nebert y cols., 1987; 1989). La evaluacidon del metabolismo de dicho farmaco se realiza

mediante el calculo del indice metabdlico (IM), que puede definirse como:

IM = Concentracion de la dosis excretada del farmaco/Concentracion de la dosis excretada como metabolito

El IM refleja la actividad actual de esa enzima en especifico. Jackson y cols. (1986)
demostraron en simulacién por ordenador que este indice es adecuado para evaluar la

capacidad de una enzima para metabolizar un farmaco.

La capacidad metabdlica del sistema de enzimas CYP no es igual en todos los miembros de
una poblacion, la conversion metabdlica y la tasa de excrecidon de farmacos varian entre
individuos. La existencia de polimorfismos se identifico inicialmente a nivel del fenotipo

mediante estudios in vivo. Los primeros estudios de la acetilacidon de isoniazida en los afios
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50y el de otros farmacos metabolizados por los CYPs en los afios 70, encontraron diferencias
fenotipicas en la cantidad del compuesto que se excretaba por una via controlada mediante
mecanismos polimdrficos. Este fendmeno se ha identificado por la presencia de una
distribucién bimodal en la poblacidn, en la cual una de los modos corresponde a individuos
con una capacidad de eliminaciéon disminuida, los denominados portadores del fenotipo
metabolizador lento (del inglés poor metabolizer: PM), la otra corresponde a los que poseen
el fenotipo metabolizador rédpido (del inglés extensive metabolizer: EM) (Kalow, 1992; Van
der Weide y Steijns, 1999). Ambos términos nos parecen los mds adecuados en idioma
espafiol para definir los términos ingleses “poor” y “extensive metabolizer” (LLerena, 1988).
También se ha logrado describir la existencia de individuos con una capacidad de eliminacién
muy rapida, este metabolismo es denominado ultrarrapido (ultrarapid metabolizer: UM).
Entre los CYPs polimdrficos con una mayor implicacion terapéutica esta el CYP2D6, junto con

CYP2C9, CYP2C19 y CYP1A2 (Kalow, 1992).

En la presente Tesis se evaluara el polimorfismo metabdlico de dos de estas isoenzimas, el
CYP2D6 y CYP2C9, las cuales participan en el metabolismo de un elevado numero de

farmacos.
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2. POLIMORFISMO METABOLICO CYP2D6

2.1. Citocromo P450 2D6 (CYP2D6)

El primer nombre de esta enzima fue el de debrisoquina hidroxilasa. La enzima CYP2D6
aparece en una etapa postnatal y su incremento se hace evidente una semana después del
nacimiento. La isoenzima CYP2D6 comprende del 2 al 6% del contenido hepatico total de los
CYPs (Shimada y cols., 1994). También la podemos encontrar en menor cantidad en
diferentes tejidos de intestino, rifién, placenta, gldndula mamaria, pulmones y cerebro
(Zanger y cols., 2004; Smith y cols., 1998; Kolars y cols., 1994; Philpot, 1991; Wheeler y
Guenther, 1990). Aunque se expresa en mas bajos niveles comparada con otras enzimas
CYPs humanas, CYP2D6 es de gran importancia, considerando el numero de pasos
metabdlicos que esta cataliza para la biotransformacion de farmacos (Kalow, 1992). Ademas,
algunos estudios mostraron que CYP2D6 cataliza la biotransformacion oxidativa de
pesticidas organofosforados como el paratiéon y el diazinon (Sams y cols., 2000), y que
contribuye en la activacién de una nitrosamina especifica del humo del tabaco, que es

considerada como un potente carcinégeno (Crespiy cols., 1991).

El polimorfismo genético del CYP2D6 es uno de los citocromos P450 mas ampliamente
estudiados. Fue descubierto independientemente por dos grupos a finales de los anos 70.
Mahgoub vy cols. (1977) estudiaron el metabolismo de debrisoquina, un farmaco
antihipertensivo y, simultdaneamente, Eichelbaum y cols. (1979) estudiaron el metabolismo
de esparteina, un farmaco antiarritmico. Ambos grupos observaron la existencia de
polimorfismo en la reaccién enzimdtica de la 4-hidroxilacién de debrisoquina y en la N1-
oxidacion de esparteina. Se definieron dos tipos de individuos: PMs y EMs. A partir de
estudios realizados en familias se determiné la herencia autosémica recesiva del fenotipo
PM (Evans y cols., 1980). En un estudio posterior se demostré que los polimorfismos
metabdlicos de debrisoquina y esparteina se debian a la variabilidad interindividual de la
enzima debrisoquina hidroxilasa, denominada posteriormente CYP2D6 (Eichelbaum y cols.,
1982). La determinacion de la capacidad metabdlica del CYP2D6 ha sido realizada a partir de

la evaluacion de diferentes farmacos-test, tales como debrisoquina, esparteina,
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dextrometorfano, metoprolol, etc. (Henthorn y cols., 1989; Alvan y cols., 1990; LLerena y

cols., 1996).

2.2. Determinacion del fenotipo metabdlico CYP2D6

La prueba mas ampliamente utilizada ha sido el fenotipo metabdlico de la 4-hidroxilacién de
debrisoquina, que permite diferenciar los individuos en dos categorias: metabolizadores
lentos y rapidos (PMs y EMs). En esta prueba, la capacidad metabolizadora es evaluada tras
la administracion de debrisoquina, a partir del cociente entre el porcentaje de farmaco
(debrisoquina) y de su metabolito (4’-OH debrisoquina) recuperados en orina se calcula el
IM. La distribucidon que presenta este IM en voluntarios sanos es bimodal, habiéndose
calculado en poblaciones caucasicas la separacion entre ambos grupos de poblacion
(antimoda) en 1.1 (log1o IM) (Evans y cols., 1980; Evans y cols., 1983). Aquellos individuos con
un IM mayor o igual a 1.1 (logyo), son clasificados como PMs, mientras que el resto son EMs
(Figura 2).

Figura 2. Distribucion del Log,, del IM debrisoquina/4’-OH debrisoquina en 925
voluntarios sanos espafioles (LLerena y cols., 1993) (linea vertical: antimoda en

1.1).
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EM= metabolizadores rapidos; PM= metabolizadores lentos.
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2.3. Variabilidad interétnica en el fenotipo metabdlico CYP2D6: estudios de poblaciones

La frecuencia del fenotipo PM presenta variabilidad interétnica, habiéndose calculado entre
el 5-10% en poblaciones blancas (europeas, americanas, australianas, etc.) (Alvan y cols.
1990). Al estudio inicial de Mahgoub y cols. (1977) en la poblacidn britanica, le siguieron
otros trabajos en poblaciones para determinar la frecuencia de PMs (LLerena y cols., 1996).

Como se ha mencionado anteriormente, para ello se han utilizado diferentes sustratos como
debrisoquina, esparteina, dextrometorfano y metoprolol. Debrisoquina fue el farmaco mas
utilizado, pero actualmente en muchos estudios se prefiere utilizar dextrometorfano
(Tabla I) por su buena disponibilidad y un amplio margen de seguridad ya que tiene menor
riesgo de efectos adversos en comparacion con debrisoquina (Schmid y cols., 1985;

Hildebrand y cols., 1989; Henthorn y cols., 1989; Yu y Haining, 2001; Wojtczak y cols., 2007).
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Tabla I. Frecuencia (%) de Metabolizadores Lentos de dextrometorfano en diferentes estudios en voluntarios
sanos.

| Poblacion N PM(n) PM (%) Referencia
AFRICA
Burundi Burundés negros 100 5 5.0 Nsabiyumva y cols., 1991
Gabédn Gaboneses 154 3 2 Panserat y cols., 1999
AMERICA
Canada Indigenas nativos 95 1 1.1 Nowak y cols., 1997
Canadd Inuit 90 3 33 Jurima-Romet y cols., 1997
EE.UU. Norteamericanos 280 17 6.1 Strakay cols., 1995
EE.UU. Norteamericanos 208 15 7.2 Gaedigk y cols., 1999
EE.UU. Norteamericanos 143 7 4.9 Wany cols., 2001
EE.UU. Norteamericanos 206 10 4.8 Chouy cols., 2003
EE.UU. Norteamericanos mezcla 518 35 6.7 Guttendorfy cols., 1990
EE.UU. Afroamericanos 99 6 6.1 Marinac y cols., 1995
EE.UU. Afroamericanos 181 7 3.9 He y cols., 1999
EE.UU. Afroamericanos 154 4 2.7 Wan y cols., 2001
EE.UU. Afroamericanos 225 16 7.1 Gaedigk y cols., 2002
EE.UU. México-americanos 285 9 3.2 Mendoza y cols., 2001
EE.UU. México-americanos 50 3 6 Casner, 2005
México Mestizos mexicanos 100 10 10 Lépez y cols., 2005
México Mestizos mexicanos 110 6 6.8 Sosa-Macias y cols., 2006
México Indigenas tepehuanos 55 0 0 Lares-Asseff y cols., 2005
Uruguay Uruguayos 165 12 7.3 Estévez y cols., 1996
Uruguay Uruguayos 302 22 7.3 Estévez y cols., 1997
ASIA
China Chinos 175 1 0.6 Laney cols., 1996
Laos Hmong de Laos (Laosiano) 203 18 8.9 Strakay cols., 1995
Iran Iranies 200 5 2.5 Afshary cols., 2005
India Caucasicos Aryan del norte 100 3 3 Lamba y cols., 1998
India Hindues del sur 156 5 3.2 Mamidi y cols., 1999
India Keralite del sur 104 5 4.8 Abraham y cols., 2000a
India Karnataka 100 4 4.0 Abraham y cols., 2000b
India Tamiles 139 5 3.6 Abraham y cols., 2001
India Andhra Pradesh 111 2 1.8 Abraham y cols., 2000b
Japdn Japoneses 98 1 1.0 Tateishi y cols., 1999

N= numero de individuos; PM(n)= nimero de metabolizadores lentos
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Tabla | (continuacién). Frecuencia (%) de Metabolizadores Lentos de dextrometorfano en diferentes
estudios en voluntarios sanos.

| Poblacion N PM (n) PM (%) Referencia
EUROPA
Alemania Alemanes 450 46 10.22 Hildebrand y cols., 1989
Espaina Espafoles 146 15 10 Henthorn y cols., 1989
Francia Franceses 103 4 3.9 Larrey y cols., 1987
Francia Franceses 132 4 3.0 Jacqzy cols., 1988
Francia Franceses 110 11 10 Funck-Brentano y cols., 1992
Francia Franceses 120 11 9.2 Duchey cols., 1993
Francia Franceses mezcla 419 21 5 Funck-Brentano y cols., 2005
Holanda Holandeses 4301 344 8 Tamminga y cols., 1999
Italia Italianos 246 11 4.5 Spinay cols., 1994
Polonia Polacos 85 8 9.4 Wojtczak y cols., 2007
Polonia Polacos 104 10 9.6 Skretkowicz y cols., 2008
Suecia Suecos 611 68 11.1 Hagg y cols., 2001
Suiza Suizos 268 24 9 Schmid y cols., 1985

N= numero de individuos; PM (n)= nimero de metabolizadores lentos.

3. POLIMORFISMO DEL GEN CYP2D6

3.1. Bases moleculares del polimorfismo genético CYP2D6

Eichelbaum y cols. (1987) en un estudio de asociacién, secuenciaron el gen que codifica para
la debrisoquina hidroxilasa en el cromosoma 22 y lo asociaron con el factor sanguineo P1.
Independientemente, otro grupo (Gonzdlez y cols., 1988a) usaron ADN complementario
(ADNc) humano del CYP2D6, células somaticas hibridas de raton-humano y hdmster-humano
para secuenciar el locus CYP2D6 en el cromosoma 22. Al compararlo encontraron una
similitud del 71% y 73% en sus secuencias de nucleétidos y aminoacidos, respectivamente
(Berecz, 2001; Dorado, 2003). En el higado de individuos PMs, fueron encontradas algunas
variantes de ARNm (acido ribonucleico mensajero) del CYP2D6 con diferentes longitudes
(Gonzalez y cols., 1988b). Después de clonar y secuenciar el gen CYP2D6 (Kimura y cols.,
1989) fue posible la busqueda de mutaciones en individuos PMs y el desarrollo de pruebas
especificas de técnicas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y Fragmentos de

Restriccion de Longitud Polimérfica) (por sus siglas en inglés, RFLP), asi como el andlisis de
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polimorfismos en la conformacion de cadena sencilla seguida de la secuenciacion (Hasler y

cols., 1999; Pai y cols., 2004; Heim y Meyer, 1990; 1991; Daly y cols., 1990).

El gen CYP2D6 se localiza en el brazo largo del cromosoma 22, en la regién 22q13.1 (Zanger y
cols., 2004). Dos genes altamente homodlogos a este, CYP2D7 y CYP2D8 estan también
presentes en el locus CYP2D (Figura 3), localizados en una regién contigua de
aproximadamente 45 kb (Kimura y cols., 1989; Eichelbaum, 1988). Los genes CYP2D estdn
formados por 9 exones y 8 intrones (Meyer y Zanger, 1997). CYP2D8 es considerado como
un pseudogen y no contiene un marco de lectura abierto (Gonzalez y Meyer, 1991; Kimura y
cols., 1989; Heim y Meyer, 1992). CYP2D7 es mas similar a CYP2D6 que a CYP2DS8, su
secuencia codificante contiene una mutacién que lo inactiva, la insercién (T138) en el primer
exon, provoca un cambio del marco de lectura y una terminacion prematura de la traduccion
(Kimura y cols., 1989). Sin embargo, Pai y cols. (2004) reportaron que dicha mutacién
modifica al codon de paro UAG por GAG, y se encontrd en cerebro humano un ARNm
especifico derivado de CYP2D7 (Huang y cols., 1997; Pai y cols., 2004). Ademads, se han
identificado niveles similares de transcritos del CYP2D6 y de CYP2D7/8 expresados en higado
humano (Endrizzi y cols., 2002).

Figura 3. Representacién esquematica del Locus CYP2D en el cromosoma 22
(Figura adaptada de Maglott y cols., 2005).
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El gen CYP2D6 es extremadamente polimorfico. En la actualidad han sido descritas mas de

100 variantes alélicas con sus respectivas subvariantes (www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm).
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Estas variantes genéticas pueden dar lugar a proteinas con una baja actividad enzimatica
(CYP2D6%*9, *10, *17, *29 o *41) o a isoenzimas que, debido a una deleciéon o defecto de
“splicing”, carecen totalmente de funcionalidad (CYP2D6*3, *4, *5, *6, *36). Las variantes
alélicas de este gen mas frecuentes en poblaciones caucasicas son, por este orden, las
denominadas CYP2D6*1 (“wild type”, wt o silvestre), CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*3, CYP2D6*10y CYP2D6*6 (Gaedigk y cols., 1999; LLerenay cols., 2012).

Este gen también puede presentarse en multiplicidad de copias (CYP2D6*1xN, *2xN, *35xN,
etc.) (Tabla Il). Los individuos que presenten varias copias de alelos funcionales tendran un

metabolismo aumentado, denomindndose UMs (Bertilsson y cols., 1993a).

Tabla Il. Variantes alélicas del gen CYP2D6 mds frecuentes en poblaciones europeas, asiaticas y africanas
(Dorado, 2003).

Variante , Cambio de Actividad .

alélica Proteina Nuclestido Efecto in vivo Referencia
CYP2D6*1 CYP2D6.1 Ninguno Ninguno Normal Kimuray cols., 1989
CYP2D6*2 CYP2D6.2 Varios R296C; S486T Normal Johansson y cols., 1993
CYP2D6XN CYP2D6. - N genes activos  Incrementada Dahly cols., 1995a
CYP2D6*3 CYP2D6.3 2549A>del Frame-shift Ninguna Kagimoto y cols., 1990
CYP2D6*4 CYP2D6.4 1846G>A Splicing Ninguna Kagimoto y cols., 1990
CYP2D6*5 CYP2D6.5 CYP2D6 del CYP2D6 del Ninguna Gaedigk y cols., 1991
CYP2D6*6 CYP2D6.6 1707T>del Ninguna Saxenay cols., 1994
CYP2D6*10 CYP2D6.10 100C>T P34S Disminuida Yokota y cols., 1993
CYP2D6*17 CYP2D6.17 1023C>T T107I Disminuida Masimirembwa y cols., 1996

N=numero de copias; A= adenina; G= guanina; C=citosina; T= timina; del= delecién

Gaedigk y cols. en 2008 clasificaron las variantes alélicas segun su actividad en lo que
denominaron “activity score”. Segun esta actividad se le asignaria una puntuacién que
variard si esta es normal, aumentada o disminuida (Tabla Ill). Por tanto, el genotipo de un
individuo tendria un valor asignado de actividad que seria la suma de la puntuacién de sus

dos alelos.
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Tabla Ill. Valores asignados a cada alelo del gen CYP2D6 (Gaedigk y cols., 2008).

Valor asignado a cada

alelo Alelos CYP2D6

0 *3, *4, *4xN, *5, *6, *7, *16, *36, *40, *42, *56B
0.5 *9, *10, *17, *29, *41, *45, *46

1 *1, *2, *35, ¥43, *45xN

2 *1xN, *2xN, *35xN

N= numero de copias

3.2. Variabilidad interétnica del CYP2D6: estudios de poblaciones

Se ha comprobado en diferentes estudios, la existencia de variabilidad interétnica en la
frecuencia de variantes alélicas del CYP2D6, generalmente, en poblaciones caucasicas
europeas y sus descendientes. El 71% de los alelos son funcionales y los no funcionales
representan el 26% de la variabilidad, principalmente por la variante CYP2D6*4. En asiaticos
y sus descendientes mds cercanos, los alelos funcionales representan sélo el 50% de la
frecuencia alélica del CYP2D6 y el 41% tienen una alta frecuencia de alelos con una funcién
reducida por la presencia del CYP2D6*10, dando lugar a un “enlentecimiento” de estas
poblaciones en relacidn a los caucasicos. Comparativamente, existe una baja frecuencia del
CYP2D6*10 en poblaciones indigenas del norte (Canadd), centro y sur de América. La
frecuencia de alelos funcionales en africanos y afro-americanos, es aproximadamente del
50% y ambas poblaciones tienen una funcién reducida de alelos (35%), principalmente
producido por el alelo CYP2D6*17. Sin embargo, los afro-americanos tienen una media de
frecuencia de alelos no funcionales dos veces superior a la encontrada en africanos (14.5%
contra el 6.3%) (Bradford, 2002). El alelo CYP2D6*17 y, posiblemente, otras variantes
pueden desempenar un papel importante en la variacion del fenotipo metabdlico CYP2D6 en

poblaciones negras (Bradford y cols., 1998).

En las poblaciones caucasicas de Norteamérica (Tabla 1V), las frecuencias alélicas calculadas
coinciden con datos publicados previamente en poblaciones caucdsicas francesas y alemanas
(Tabla 1V), observandose que la variante no funcional mas frecuente en este grupo
poblacional es la *4 y la variante *17 estd casi ausente en su totalidad en poblaciones

caucasicas.
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La duplicacién/multiplicacién de los alelos CYP2D6*1 o *2 se han identificado en algunas
poblaciones hispanas, mientras que la multiplicacion de CYP2D6*4 solamente se ha

evaluado en espafioles, cubanos y colombianos (Tabla IV).

En poblaciones hispanas, observamos que dentro de las variantes no funcionales presentes,
la variante CYP2D6*4 es la mas frecuente. Dentro de las variantes de funcidn disminuida, la
variante *10 es mas frecuente que la *17. Ademas, la mayor frecuencia de alelos con funcién
incrementada se observa en poblacién mexicana, cubana-caucasica y espafiola (Tabla 1V),

siendo del 0% en la poblacién nicaragliense (LLerenay cols., 2012).

-17 -



Tabla IV. Frecuencias alélicas del CYP2D6 en diferentes poblaciones.

Introduccion

*1xN o

Poblacién n *3 %4 *5 %6 *10 *17  2xN Referencia
AFRICA
Etiopia Etiopes 122 1.2 33 - 86 9.0 16.0 Aklillu y cols., 1996
Gabdn Gaboneses 154 0 0.7 - 0.0 240 - Panserat y cols., 1999
Ghana Ghaneses 193 03 7.0 0.6 0 3.1 27.7 1.6 Griese y cols., 1999
Tanzania Tanzanos 106 O 0.9 6.1 0 3.8 17.0 3.3 Wennerholm y cols., 1999
Tanzania Tanzanos 106 0.5 14 33 - - 20.3 - Dandaray cols., 2001
Zimbabwe Zimbabuenses 80 O 2.5 3.8 - 56 340 2.5 Masimirembwa y cols., 1996
AMERICA
Canada Inuits 152 0 75 - 0 2.2 - - Jurima-Romet y cols., 1997
Chile Mapuches 84 0.0 3.6 4.2 1.8 0 0 Mufioz y cols., 1998
Colombia Mestizos 121 12 194 0.8 0 0 1.6 0.8 Isaza y cols., 2000
Colombia Ngawbe 105 0.0 17.1 0 0.5 17.5 - - Jorge y cols., 1999
Colombia Embera 136 0.0 14.0 0 1.1 6.9 - - Jorge y cols., 1999
Cuba Caucdsicos 130 146 19 08 04 2.7 3.8 LLerenay cols., 2012
Cuba Mestizos 126 143 16 12 08 10.2 4.7 LLerenay cols., 2012
EE.UU. Caucésicos 208 1.0 175 38 10 19 0.2 0.9 Gaedigk y cols., 1999
EE.UU. Caucdsicos 143 14 199 21 - 80 03 1.4 Wan vy cols., 2001
EE.UU. Caucdsicos 206 1.0 209 27 09 0.7 0 2.0 Chouy cols., 2003
EE.UU. Afroamericanos 127 0.2 8.5 6.0 - - - - Evansy cols., 1993
EE.UU. Afroamericanos 246 0.6 7.3 6.9 - 40 26.0 2.4 Leathart y cols., 1998
EE.UU. Afroamericanos 154 0.3 7.8 6.2 - 7.5 14.6 1.9 Wany cols., 2001
EE.UU. Afroamericanos 251 0.2 5.4 6.6 04 36 213 3.8 Gaedigk y cols., 2002
EE.UU. Mexicanos 349 03 103 23 - 7.4 0.7 1.0 Mendoza y cols., 2001
México Mestizos 243 1.4 11.2 2.7 - 123 1.7 12.8 Lépez y cols., 2005
México Mestizos 264 0.2 100 17 04 28 0.2 0.8 Luo y cols., 2005
México Mestizos 110 0.9 13.1 - 0 2.3 - - Sosa-Macias y cols., 2006
México Tepehuanos 85 0.0 0.6 - 0 0 - - Sosa-Macias y cols., 2006
Nicaragua Mestizos 98 0 0.142 0.046 0 0.031 O 0.020 LLerenay cols., 2012
ASIA
Arabia Saudi  Saudies 101 0 3.5 1.0 0 3.0 3.0 104 MclLellany cols., 1997
China Chinos 119 - 0 4.6 - 64.7 - - Garcia-Barceld y cols., 2000
India Tamiles 106 0 6.6 0.9 - 203 - - Adithan y cols., 2003
Israel Israelies 161 1.0 94 2.4 - 76 4.3 5.0 Luo y cols., 2004
Japén Japoneses 206 0 0.2 4.5 - 381 1.0 Nishida y cols., 2000
Japén Japoneses 98 O 0.5 6.1 - 40.8 0 Tateishiy cols., 1999
Japdn Japoneses 162 O 0.0 6.2 - 386 - Kubota y cols., 2000
Malasia Malayos 107 - 2.8 5.1 - 495 0.5 0.9 Tehy cols., 2001
Turquia Turcos 404 0 113 14 0.7 6.0 11 5.5 Aynacioglu y cols., 1999

n=numero de individuos; N= nimero de copias
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Tabla IV (continuacion). Frecuencias alélicas del CYP2D6 en diferentes poblaciones.

*1xN o

Poblacién n *3 *4 *5 *6 *10 *17 2xN Referencia
EUROPA
Alemania Alemanes 589 2.0 20.7 20 09 15 - 2.0 Sachse y cols., 1997
Alemania Alemanes 195 1.0 195 41 13 20 0 1.6 Griese y cols., 1998
Croacia Croatas 200 2.8 14.0 1.0 15 - - 2.0 Bozinay cols., 2003
Dinamarca Daneses 276 2.2 226 - 2 - - - Pedersen y cols., 2005
Espafia Espafioles 258 1.2 116 19 16 - - 3.3 Agundez y cols., 1994
Espafia Espafioles 147 1.0 201 4.1 - - - 5.9 Bernal y cols., 1999
Espafia Espafioles 105 0.9 138 33 09 19 - 4.2 Menoyo y cols., 2005
Espafia Espafioles 142 0 169 14 6.7 2.1 0 3.9 LLerenay cols., 2006
Espafia Espafioles 327 0.5 185 14 31 20 0 4.1 LLerenay cols., 2012
Francia Franceses 672 1.8 189 73 14 14 0.1 - Marez y cols., 1997
Francia Franceses 309 0.2 334 - 1.9 - - - Halling y cols., 2005
Holanda Holandeses 765 1.8 18.4 - 0.4 - - - Tamminga y cols., 2001
Italia Italianos 360 0.7 153 34 14 - - 4.2 Scordo y cols., 2004
Polonia Polacos 300 1.3 230 - - - - - Niewinski y cols., 2002
Rusia Rusos 290 1.0 182 24 12 4.2 - 2.2 Gaikovitch y cols., 2003

n= numero de individuos; N= niumero de copias

3.3. Relacion fenotipo — genotipo CYP2D6

La relacion fenotipo — genotipo CYP2D6 presenta ciertas controversias, en parte relacionadas
con las diferencias interétnicas en la frecuencia de variantes alélicas y los fenotipos
metabdlicos. No todas las variantes alélicas del gen CYP2D6 expresaran enzimas con distinto
fenotipo. El hecho de que la actividad enzimatica se vea alterada en mayor o menor medida,
dependerd del tipo de alteracion genética y del lugar del gen donde esta se produzca. Existe,

por tanto, un solapamiento en la relacion fenotipo — genotipo.

En poblacién caucasica alrededor del 7% tienen alelos deficientes de CYP2D6 y ausencia de
la enzima CYP2D6. Los alelos *3, *4 y *6, portadores de una mutacion defectuosa, se han
asociado con una actividad deficiente del CYP2D6 y consecuentemente con un fenotipo PM
(Marez y cols., 1997). Sin embargo, es necesario sefialar que en este estudio no solo se
estudiaron voluntarios sanos, sino también pacientes con diversas patologias. En poblacion
sana de Estonia en base a los alelos CYP2D6*3 y *4 se predijo el fenotipo, todos los PMs de

debrisoquina tenian dos alelos defectuosos (Marandi y cols., 1996). Posteriormente, en un

-19 -



Introduccion

estudio de poblacion alemana con voluntarios sanos y pacientes, el 86% de los PMs tenian
variantes CYP2D6*3, *4, *5, *6 y *15 (Sachse y cols., 1997). En estas poblaciones se realizd
un estudio de fenotipacidn con esparteina, observandose que todos los fenotipos PM tenian
dos alelos no funcionales (*4/*4, *4/*5 y *4/*6) (Griese y cols., 1998). Leathart y cols.
(1998), plantean en su estudio que el 71.9% de los PM caucasicos tenian variantes *3, *4 y
*5 con dos alelos defectuosos y mds recientemente, Pedersen y cols. (2005), plantean que el

92.8% de los PM de esparteina, tienen variables *3, *4y *6.

En varios estudios de poblaciones caucdsicas (Gaedigk y cols., 1999; Armstrong y cols., 1994;
Niewinski y cols., 2002; Pedersen y cols., 2005) se observd una excelente relacién entre el
genotipo y el fenotipo CYP2D6, sin embargo, en un estudio posterior entre afro-americanos
(Gaedigk y cols., 2005) se observa que la relacién fenotipo — genotipo es menos exacta,
probablemente por la aparicién de cuatro alelos funcionales que parecen ser responsables

del fenotipo EM y por consiguiente una relacion fenotipo — genotipo discordante.

En poblaciones africanas la variante CYP2D6*17 es responsable de la disminucién de la
actividad de CYP2D6, dicha variante es la mas frecuente entre los EM (Panserat y cols.,
1999). En poblacion tanzana se estudiaron los efectos de los alelos *17 y *29 sobre la
actividad enzimatica y la especificidad de sustrato por la correlacion entre el genotipo
CYP2D6 vy el fenotipo con cuatro farmacos-test (codeina, debrisoquina, dextrometorfano y
metoprolol) en comparacién con suecos. Se encontraron diferencias en la disposicién de los
cuatro sustratos entre los tanzanos y suecos, que fueron causadas por la presencia de dichas
variantes alélicas (Wennerholm y cols., 1999). En individuos afro-americanos portadores de
las variantes *2 y *17 la media del IM fue mas alta que en individuos caucasicos (Gaedigk y

cols., 2002).

Asi se ha planteado que la baja actividad del CYP2D6 en afro-americanos esta determinada
por las variantes *4, *5 y *17 y en caucdsicos por la variante *4y *4xN (Wan y cols., 2001).
Sin embargo, en otro estudio de poblaciéon africana se encontrd un sujeto CYP2D6wt/wt con
un fenotipo PM de debrisoquina y esparteina (Griese y cols., 1999). Ademads la escasa
actividad metabdlica en ghaneses no puede ser explicada Unicamente por la alta frecuencia
del alelo *17, ya que se observa una media alta del IM de esparteina entre los EM con

genotipo wt/wt. Esto demuestra que la baja actividad de CYP2D6 es en parte atribuible a la
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presencia de dichas variantes alélicas que tienen una alta frecuencia en esta poblacion en
comparacion con la caucasica, pero también es un indicativo de que aun existe

desconocimiento de otros alelos no funcionales.

En las poblaciones china y japonesa, el alelo *10 constituye la mayor causa de disminucién
de la actividad CYP2D6 (Roh y cols., 1996). Las variantes alélicas CYP2D6*10 y CYP2D6*36
codifican enzimas inestables, lo que provoca una disminucién en la actividad catalitica. Su
alta frecuencia (51% y 37%, respectivamente) en poblacion oriental podria explicar los IM
tan altos observados entre los EM en estas poblaciones (Johansson y cols., 1994). Ademas en
los estudios de poblacidn japonesa, se observa que los homocigotos *10/*10 muestran un
IM mas alto que los homocigotos wt/wt y que los heterocigotos wt/*10. Aproximadamente
el 20% de la poblacién japonesa muestra una baja actividad del CYP2D6 por individuos

homocigotos *10 (Tateishi y cols., 1999).

La ausencia de la variante CYP2D6*4 es una de las posibles causas de la baja incidencia de
PM en poblaciones orientales (Bertilsson y cols., 1992; Johansson y cols., 1994). Los IM en
los EM son mads altos en poblaciones orientales que en poblaciones blancas europeas
(Bertilsson y cols., 1992; Nakamura y cols., 1985; Dahl y cols., 1995b). En otro estudio
(Kubota y cols., 2000), muestran que los alelos *5 y *14 son alelos defectuosos y
responsables del 83% de los PM. A pesar de la baja frecuencia del fenotipo PM en la
poblacion japonesa, solo el alelo *5 representa el 45% de los PM. Ademds, al igual que en
otros estudios, en poblaciones asiaticas la mutacién *10 es la principal responsable del

aumento del IM en PMs.

En comparacién con otros grupos, existen pocos estudios realizados en poblaciones
hispanas. En una poblacion méxico-americana, el 50% de los PM fueron homocigotos
CYP2D6*4 y todos los sujetos con dos alelos inactivos tenian muy disminuida la actividad
enzimatica. En concreto, el 63% de los PM portaban las variantes inactivas *4 y *5. Ademas,
ninguno de los sujetos clasificados como EM, tenian mas de un alelo no funcional (Mendoza
cols., 2001). Posteriormente, en otro estudio de poblacidn mexicana (Lopez y cols., 2005) se
observé una disminucion en la media del IM de dextrometorfano (actividad enzimatica
aumentada) relacionado con un mayor numero de genes activos CYP2D6. También en

mexicanos (Luo y cols., 2005) se observa que los alelos inactivos CYP2D6*4, *5, *6 'y *10 son
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los principales responsables de la disminucién de la capacidad de oxidacion de
dextrometorfano. Recientemente, en un estudio de dos poblaciones cubanas (cubanos
caucdsicos y mestizos) y una nicaragliense (LLerena y cols., 2012) se ha observado que el
alelo sin actividad que se presentaba con mas frecuencia fue el alelo *4. Ademas, en la
poblacién nicaragliense, el alelo con actividad disminuida mas frecuente fue el alelo *10,
mientras que en poblacidn de cubanos mestizos fue el alelo *17 (LLerena y cols., 2012). En la
poblacién espanola (LLerena y cols., 2012), se observd que el alelo con actividad nula mas

frecuente fue también el alelo *4.

Existen individuos que portan alelos deficientes de CYP2D6 que implican la pérdida de la
actividad de la enzima CYP2D6. Diversos estudios realizados en poblaciones caucasicas han
demostrado que sujetos con un sélo alelo funcional del CYP2D6, tienen un IM aumentado
comparado con los sujetos que tienen dos alelos funcionales (Evans y Relling, 1991). Sin
embargo, existen individuos que son portadores de duplicaciones o multiplicaciones
funcionales del gen CYP2D6, causando un aumento de la actividad, en varios estudios se

plantea que la duplicacién y multiplicacién del CYP2D6 dara lugar a un fenotipo UM.

En una poblacion de voluntarios sanos de Estonia se observd una alta actividad enzimatica
de debrisoquina debido a una duplicidad de alelos CYP2D6 (Marandi y cols., 1996). En un
estudio de poblacién sueca solamente el 40% de la poblacién estudiada con un fenotipo UM
eran portadores de duplicaciones/multiplicaciones del CYP2D6, el 60% de los UMs no fueron
identificados por genotipacién (Dahl y cols., 1995a). En una poblacién alemana, los llamados
UM no se distinguian del grupo, no habia una separacion basada en la distribucidn del IM
(Griese y cols., 1998). La alta frecuencia de individuos UMs observados en la poblacion
espanola (LLerena, 1988; LLerena y cols., 1996) ha sido explicada por la alta frecuencia de
multiplicaciones del gen CYP2D6. Sin embargo, la relacién causa-efecto del mayor nimero
de copias con un fenotipo UM de CYP2D6 permanece sin aclarar. De este modo, puede que
existan otras variantes genéticas del CYP2D6 que sean la causa del incremento en la

actividad CYP2D6.
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3.4. Implicaciones clinicas del polimorfismo CYP2D6

El citocromo CYP2D6 esta implicado en el metabolismo de farmacos de gran relevancia en la
practica clinica, tanto por la frecuencia de su uso como por la importancia de sus efectos

terapéuticos y/o sus potenciales reacciones adversas (Tabla V).

Los farmacos en cuyo metabolismo participa CYP2D6, tienen la particularidad de ser
lipofilicos y de tener una o mas bases nitrogenadas. En diferentes estudios en paneles de
voluntarios sanos seleccionados por su fenotipo/genotipo metabdlico, se han comprobado
las diferencias en las concentraciones plasmaticas y/o eliminacion de numerosos farmacos
(Tabla V; Gonzalez, 2006). Asi, en general se ha demostrado que la concentracién plasmatica
sera mayor y la eliminacién mas lenta en PMs que en EMs, tras la administracion de una

dosis Unica de un farmaco metabolizado por CYP2D6.

Tabla V. Algunos farmacos cuyo metabolismo es catalizado por CYP2D6 (ampliada de Gonzélez, 2006).

Analgésicos y

Antipsicoticos Antidepresivos B-bloqueantes Otros

antitusivos
Clorpromazina Amitriptilina Bisoprolol Codeina Debrisoquina
Haloperidol Clomipramina Metoprolol Dextrometorfano Esparteina
Risperidona Imipramina Timolol Tramadol Metadona
Tioridacina Desipramina Propanolol Hidrocodona Metanfetamina
Zuclopentixol Nortriptilina Alprenolol Etilmorfina Cinarizina
Perfenazina Fluoxetina Carvedilol Norcodeina Prometazina
Levomepromazina Paroxetina Bupranolol Oxicodona Tamoxifeno
Clozapina Velanfaxina Fenformina
Olanzapina Citalopram Dolasetrén
Aripiprazol Mianserina Dexfenfluramina
Bromperidol Mirtazapina Nicergolina
Zotepina Trimipramina
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4. POLIMORFISMO METABOLICO CYP2C9

4.1. Citocromo P450 2C9 (CYP2C9)

La subfamilia CYP2C en humanos esta formada por cuatro miembros principales que son:
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 y CYP2C19 (Goldstein, 2001). Todos los miembros de esta
subfamilia tienen polimorfismos genéticos. La identificacion de sus diferentes miembros ha
sido bastante controvertida, puesto que presentan una homologia de hasta un 96%
(Goldstein y De Morais, 1994), lo que ha hecho dificil poder diferenciar las isoformas, tanto

a niveles moleculares como a niveles funcionales (Siest y cols., 2007).

Histéricamente, el primer polimorfismo descubierto en la subfamilia CYP2C fue el de
mefenitoina hidroxilasa (CYP2C19) en los afios 80, observdndose la existencia de dos
fenotipos metabdlicos, EMs y PMs (Goldstein, 2001). El rasgo PM es heredado como un
rasgo autosémico recesivo (Goldstein, 2001). El polimorfismo de CYP2C9 fue publicado en el
metabolismo de tolbutamida y fenitoina a principios de la década de los 70 (Goldstein,
2001). Subsecuentemente, el polimorfismo de tolbutamida se demostré que era debido a un

polimorfismo genético (Goldstein, 2001).

La proteina CYP2C9 estd compuesta por 490 aminoacidos, con un tamafo de
aproximadamente 55 KDa (Goldstein y de Morais, 1994). CYP2C9 se expresa
fundamentalmente en higado, en niveles que son los mas altos entre las enzimas CYP2C y
representa alrededor del 20% del contenido hepatico (Ingelman-Sundberg y cols., 2007). Es
también detectable a un nivel de expresidn muy inferior en intestino y pancreas (Dorado,
2003). No estd presente en eséfago, estdmago o rifidén (De Waziers y cols., 1990). Miembros
de la subfamilia CYP2C, como CYP2C8 y CYP2C18, han sido identificados en cerebro humano
(McFayden y cols., 1998; Klose y cols., 1999). Esto sugiere que otros miembros de esta
misma subfamilia, como CYP2C9, podrian estar también presentes en tejido cerebral.
También, se ha publicado su implicacién en el metabolismo de neurotransmisores con
participaciéon en funciones importantes del Sistema Nervioso Central: serotonina y

adrenalina (Gervasini y cols., 2001).
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La familia CYP2C metaboliza en humanos un amplio nimero de agentes terapéuticos a
través de tres enzimas, CYP2C9, CYP2C8 y CYP2C19 (Suarez-Kurtz y Sergio, 2007). CYP2C9 y
CYP2C19 se diferencian entre si en tan sélo 43 de sus 490 aminoacidos (Goldstein y De
Morais, 1994). Sin embargo, las dos enzimas tienen una especificidad de sustrato

completamente diferente (Xie y cols., 2002).

La enzima CYP2C9 estd involucrada en el metabolismo de aproximadamente el 10% de todos
los farmacos. Proporciona la principal via para metabolizar anticoagulantes, anti-
convulsivantes y anti-diabéticos incluyendo algunos con margenes terapéuticos estrechos,
por ejemplo: S-warfarina, tolbutamida y fenitoina (Dorado y cols., 2007; Schwarz, 2003),
numerosos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como el diclofenaco, piroxicam,
tenoxicam y farmacos anticancerigenos como el tamoxifeno (Zhou y cols., 2010). CYP2C9
también media la 3-hidroxilacién de benzo[a]pirenos (B[a]P) y la activacién metabdlica de
diversos PAH-dioles (hidrocarburos policiclicos aromaticos) a metabolitos activos en tasas
mas lentas que las enzimas CYP1 (Shimada, 2006). Ademads, CYP2C9 participa en la
generacion de varios compuestos endégenos relacionados con la inflamacién y angiogénesis
(9,10-epoxy-12-octadecanoate y 12,13-epoxy-9-octadecanoate) (Fortuny y cols., 2006).
Otros sustratos son el acido araquiddnico y linoléico (Ingelman-Sundberg y cols., 2007).
CYP2C9 participa también en la oxidacién de otros sustratos enddégenos como son
progesterona y testosterona (Yamazaki y Shimada, 1997), 17a-etinilestradiol (Wang y cols.,
2004). Hay una gran variacion interindividual en la actividad CYP2C9 en la poblacién, esta
variacion puede ser parcialmente causada por factores ambientales, produciendo la
induccion de los receptores CAR y/o PXR (Ingelman-Sundberg y cols., 2007), que influyen en

su regulacién.

Estudios in vitro han mostrado que la afinidad al sustrato de CYP2C9 es variable. Para
explicar esto, se ha sugerido diferencias en la especificidad del sustrato entre las tres
enzimas CYP2C9: CYP2C9.1, CYP2C9.2 y CYP2(C9.3 (Ingelman-Sundberg y cols., 2007). Por
consiguiente, para algunos sustratos, esto es inmutable, pero con algunos farmacos como
acenocoumarol, la actividad es severamente disminuida (Ingelman-Sundberg y cols., 2007).
La proteina CYP2C9.3, contiene una substitucion de aminodacido en la regidon conservada

I359L, que provoca una reduccidn significativa de la actividad catalitica con solamente
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alrededor del 10% del aclaramiento intrinseco de la enzima silvestre para la mayor parte de

sustratos CYP2C9 (Ingelman-Sundberg y cols., 2007).

4.2. Determinacion del fenotipo metabdlico CYP2C9

Se ha evaluado en diversos estudios in vitro la implicacién del CYP2C9 en el metabolismo de
farmacos como flurbiprofeno, torsemida, celecoxib, tenoxicam, piroxicam vy 4&cido
mefenamico (Dorado, 2003). El fenotipo CYP2C9 se ha estudiado in vivo utilizando diferentes
farmacos-test tales como la tolbutamida, fenitoina, losartdn, diclofenaco, flurbiprofeno y
mefenitoina, ya sea individualmente o como parte de varios “cocteles” para la evaluacion de
la capacidad de metabolizacidon de farmacos de los miembros de la familia CYP (Turpault y

cols., 2009).

Una de las razones por las cuales existen pocos estudios de poblaciones es la falta de
farmacos-tests adecuados para la fenotipacion in vivo, como por ejemplo, la fenitoina y
tolbutamida, que presentan numerosos riesgos e inconvenientes. Dentro de las alternativas
con menos riesgos estd el diclofenaco, un farmaco AINE, cuyo principal metabolito en
plasma y en orina es el 4-OH diclofenaco, encontrdndose en menor medida otros
monohidroxi metabolitos como son el 3’-OH diclofenaco y el 5-OH diclofenaco (Davies y
Anderson, 1997). En hepatocitos humanos, CYP2C9 es el responsable casi en exclusiva de la
4’-hidroxilacion del diclofenaco, con una participacién de alrededor del 99.5%. Igual ocurre
con el 3’-OH diclofenaco, sintetizado casi totalmente (99.9%) por intervencion del CYP2C9
(Bort y cols., 1999). En la formacion del 5’-OH diclofenaco participan otras isoformas de la
familia CYP2C como CYP2C8, CYP2C18, CYP2C19, ademas de CYP2B6 (Bort y cols., 1999) y
CYP3A4 (Tang y cols., 1999, Shen y cols., 1999). Dorado y cols. (2003a) desarrollaron un
método de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) para medir diclofenaco y sus
metabolitos en orina. En él, se evalud la reproducibilidad del IM urinario diclofenaco/4’-OH

diclofenaco en un periodo de 9 a 12 meses (Dorado y cols., 2003b).

También se analizo la frecuencia de las variantes alélicas de CYP2C9 y evalué el impacto del
genotipo CYP2C9 sobre el metabolismo de diclofenaco en una poblacion espanola de

voluntarios sanos, encontrando que el IM de diclofenaco/4’-OH diclofenaco, pero no los IM
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de diclofenaco/3’-OH diclofenaco y diclofenaco/5’-OH diclofenaco, estan relacionados con el
genotipo CYP2C9 (Dorado vy cols., 2003c). Los datos concuerdan con estudios previos que
muestran que la variante alélica CYP2C9*3 parece ser la causa de la reduccién en la
capacidad de hidroxilacion de CYP2C9 (Dorado y cols., 2003b). CYP2C8 también esta
involucrada en la 5’-hidroxilacién de diclofenaco, mientras, in vitro, la 4’-hidroxilacién vy
3’-hidroxilacién parecen estar mediados principalmente por CYP2C9. Dorado vy cols., (2008),
realizaron el primer estudio in vivo que muestra la influencia de los genotipos CYP2C8 sobre
el metabolismo del diclofenaco. El enlace de desequilibrio entre los alelos CYP2C8*3 y

CYP2C9*2 fueron ademads confirmados en la poblacidn espafiola (Dorado y cols., 2008).

El losartan es un farmaco antihipertensivo, del que han sido identificados seis metabolitos
de losartan (Lo y cols., 1995). Losartdn es principalmente metabolizado por CYP2C9 a un
metabolito intermedio (E-3179) y por ultimo a acido carboxilico de losartan (E-3174), con la
participaciéon de CYP3A4 (Stearns y cols., 1995; Yasar y cols., 2001; Yun y cols., 1995). Estas
dos enzimas, por lo tanto, son capaces de metabolizar losartan y E-3179 a E-3174. Aunque,
solamente el 14% de losartan es metabolizado a E-3174, el drea bajo la curva (AUC, de las
siglas en inglés) de este ultimo es entre 4 y 8 veces mas alta que la de losartan y por tanto se
le considera el principal responsable de la actividad farmacolégica (Lo y cols., 1995).
Fluconazol, que es un inhibidor de CYP3A4 y CYP2C9, se ha comprobado que disminuye el
metabolismo de losartdan a E-3174 (Kaukonen y cols., 1998; Kaizerad y cols., 1997). Sin
embargo, itraconazol, que es un inhibidor selectivo de CYP3A4, no tiene un efecto
significativo en el metabolismo de losartan in vivo (Kaukonen y cols., 1998; Kaizerad y cols.,

1997).

El E-3174, presenta actividad farmacoldgica en voluntarios sanos. El efecto del genotipo
CYP2(C9 sobre el metabolismo de losartan ha sido puesto de manifiesto en un caso clinico.
Un individuo con el genotipo CYP2C9*3/*3 convirtié menos del 1% de la dosis administrada
de losartan a E-3174 (McCrea y cols., 1999). Posteriormente, el efecto del genotipo CYP2C9
en la farmacocinética de losartan in vivo ha sido descrito en poblacidn caucdsica sueca y
espanola (Yasar y cols., 2002a; Dorado, 2003), donde se demostré que el alelo CYP2C9*3
estd asociado con una disminucién en la formacién de E-3174 a partir de losartan. Este
farmaco parece ser un buen farmaco test para la determinacién de la actividad metabdlica

del CYPC29.
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4.3. Variabilidad interétnica del fenotipo metabdlico CYP2C9: estudio de poblaciones

La variabilidad interétnica de la actividad del CYP2C9 ha sido muy poco estudiada, aunque

pueden observarse diferencias entre distintas poblaciones estudiadas (Tabla VI).

Tabla VI. Estudios de la actividad CYP2C9 en poblaciones realizados con diferentes farmacos

test.
Pais N Farmaco test % PM Referencia |
Australia 63 Tolbutamida 1.6 Pagey cols., 1991
Australia 106 Tolbutamida 0 Veronese y cols., 1993
Espaina 260 Diclofenaco 0 Dorado y cols., 2003c
Turquia 85 Losartan 0 Babaoglu y cols., 2004
Suecia 126 Losartan 0 Sandberg y cols., 2004

N =nUmero de individuos; %PM.= Porcentaje de PMs

Los primeros estudios demostraron una distribucién trimodal de la actividad CYP2C9, que
fue posteriormente cuestionada. Uno de los primeros métodos validados para el estudio de
poblaciones fue el IM de tolbutamida; sin embargo, la utilizacidn de este fdrmaco nunca esta
exenta del riesgo de hipoglucemia como efecto adverso. Otros de los farmacos test que se
ha estudiado son el diclofenaco (Dorado y cols., 2003c) y el losartan (Babaoglu y cols., 2004;
Sandberg y cols., 2004), aunque hasta la fecha, el bajo numero de estudios en poblacidn
sana con sustratos CYP2C9, en comparacién al CYP2D6, supone un desconocimiento mayor
de la relacion de los fenotipos metabdlicos CYP2C9 y de estos con las diferentes variantes
alélicas de este gen. Por otro lado, no hay ningun estudio realizado en poblaciones hispanas
(a excepcion de la espafola) en la que se haya evaluado la actividad del CYP2C9 en
voluntarios sanos. Es por ello, que uno de los estudios planteados en este trabajo de Tesis
Doctoral sera un estudio de la determinacion del fenotipo metabdlico de una poblacién

ecuatoriana usando losartan como farmaco test.
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5. POLIMORFISMO DEL GEN CYP2C9

5.1. Bases moleculares del polimorfismo genético CYP2C9

El gen humano que codifica para la proteina CYP2C9 ha sido encontrado en el cromosoma
10, en la region 10g24.2, y tiene aproximadamente 55 kb de longitud (Xie y cols., 2002)
(Figura 4). El gen CYP2C9 es polimodrfico y, hasta el momento, han sido descritas 35
diferentes variantes alélicas (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm). Su ADNc posee 9
exones y 6 sitios de reconocimiento de sustrato (SRSs) (Gotoh, 1992). Las mutaciones que
presenta el gen CYP2C9 son puntuales, estando la mayoria localizadas en el exdn 7, aunque

también se localizan en los exones 3 y 5 (Tabla VII).

Figura 4. Representacién de locus CYP2C dentro del cromosoma 10.

J R84 8 8 Ill

CYP2¢18 « mmmmmm CYP2C19 a CYP2C9 _ CYP2c8 -

Exones

La regulacion del CYP2C9 ocurre principalmente al nivel de trascripcidon. La regidn
promotora del gen CYP2C9 contiene una secuencia de 15pb que presenta una alta
homologia con una secuencia consenso de induccidn por barbituricos descrita en los genes
CYP102, CYP2B1 y CYP2B2 (Dorado, 2003). Se ha sugerido la posible implicacion de los
receptores PXR y/o CAR en la regulacion de la expresion del CYP2C9 (Gerbal-Chaloin y cols.,
2002).
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Tabla VII. Algunas de las diferentes variantes alélicas del gen CYP2C9 (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm).

Variante Proteina Cambio en Efecto Exon  Actividad Actividad Referencia
alélica nucledtido enzimatica Enzimatica
in vivo in vitro
*1 CYP2C9.1 No - - &~ &~ Romkes y cols., 1991
*2 CYP2C9.2 430C>T R144C (ArgisCys) 3 J Crespi y Millers, 1997
*3 CYP2C9.3 1075A>C 1359L (llessqleu) 7 N2 N2 Sullivan-Klose y cols., 1996
*q CYP2C9.4  1076T>C 1359T (llessoThr) 7 Imai y cols., 2000
*5 CYP2C9.5 1080C>G D360E (AspsgoGlu) 7 N2 Dickmanny cols., 2001
*6 CYP2C9.6 818delA Frame shift 5 Ninguna Kidd y cols., 2001

€>= actividad normal; 4,= actividad reducida.

Alrededor de 30 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por su siglas en inglés) se han
descrito en la regidn son regulatorias y codificantes de CYP2C9 (Ingelman-Sundberg y cols.,
2007). Actualmente, hay menos de siete alelos CYP2C9 cuya actividad se ha estudiado in vivo
(Dorado y cols., 2007). El alelo mas comun considerado como el tipo “silvestre”, es
denominado CYP2C9*1 (Dorado y cols., 2007). Las variantes alélicas del CYP2C9 tienen una
diferente repercusién funcional. Cinco variantes de CYP2C9 codifican proteinas con una
actividad disminuida (CYP2C9*2, *3, *4, *5 y *13). Sin embargo, los polimorfismos que
modifican principalmente el funcionamiento de CYP2C9 parecen ser dos variantes:
CYP2C9*2, que contiene una sustitucion Arg144Cys (430C>T; R144C) en el exén 3 (CGT>TGT)
y CYP2C9*3 (1359L) en el exdn 7 (ATT>CTT) (1075A>C; lle359Leu), ambas producen enzimas
con actividad disminuida (Ingelman-Sundberg y cols., 2007). Para muchos sustratos,
individuos heterocigotos que tienen la variante CYP2C9*3 tienen aproximadamente 50% del
total aclaramiento oral silvestre e individuos homocigotos CYP2C9*3 tienen una reduccién
de 5 a 10 veces (Ingelman-Sundberg y cols., 2007). Con respecto a CYP2C9*2, se encontré un
efecto significativo en el aclaramiento de S-warfarina, acenocoumarol, tolbutamida vy
celecoxib, pero no para otros farmacos (Ingelman-Sundberg y cols., 2007). El alelo CYP2C9*4
(1076T>C; 11e359Thr) y el alelo CYP2C9*5 (1080C>G; Asp360Glu) muestran un metabolismo
alterado de diclofenaco in vitro (Van Sachais., 2005). Los cambios de nucleétido en los alelos
CYP2C9*3, *4 y *5 afectan a dos aminodcidos muy cercanos llessg y Aspsgo (Van Sachais,
2005). Por tanto, a priori, estas variantes daran lugar a enzimas con una afinidad por el
sustrato alterada (Sullivan-Klose y cols., 1996; Imai y cols., 2000; Dickmann y cols., 2001).

También ha sido identificada una variante, denominada CYP2C9*6 (818delA), es un alelo

nulo verdadero, que presenta una delecidon cerca del extremo 3’ del exdn 5, concretamente
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en la adenina 818, que produce un coddon de paro prematuro por lo que codifica una

proteina que es inactiva (Kidd y cols., 2001; Dorado y cols., 2007; Van Schaik, 2005).

5.2. Variabilidad interétnica del CYP2(C9: estudios de poblaciones

Se ha observado la existencia de diferencias en la frecuencia con la que se presentan las
diferentes variantes alélicas del CYP2C9 en poblaciones con distintos origenes étnicos. Las
variantes alélicas mas frecuentes son las denominadas CYP2C9*1 (“silvestre”), CYP2C9*2 y
CYP2C9*3. En la frecuencia de distribucién de los alelos CYP2C9*2 y *3 los genotipos

manifiestan una estructura poblacional.

En las poblaciones caucasicas estudiadas se ha observado la existencia de una
heterogeneidad en la frecuencia del alelo CYP2C9%2, entre un 8.8% y un 16.5% en poblacién
caucasica (Aithal y cols., 1999; Allabi y cols., 2003; Bodin y cols., 2005; Bozina y cols., 2003;
Burian y cols., 2002; Dorado y cols., 2003; Gaikovitch y cols., 2003c; Garcia-Martin y cols.,
2001; Halling y cols., 2005; Pedersen y cols., 2004; Sandberg y cols., 2004; Scordo y cols.,
2001; 2004; Stubbins y cols., 1996; Xie y cols., 2002; Yasar y cols., 1999). En poblacién turca
se ha observado una frecuencia del alelo CYP2C9*2 de un 10% (Aynacioglu y cols., 1999;
Babaoglu y cols., 2004; Yilmaz y cols., 2001) (Tabla VIII).

En poblaciones africanas se ha encontrado que la frecuencia del alelo CYP2C9*2 es del 3%
(Van Schaik, 2005), en poblaciones etiopes es del 4.3% (Scordo y cols., 2001) y en
poblaciones afro-americanas es del 2.5% (Dickmann y cols., 2001; Sullivan- Klose y cols.,
1996). Sin embargo, en poblaciones de indigenas africanos benineses esta variante no ha
sido encontrada. En asidticos (coreanos y japoneses), CYP2C9*2 tampoco ha sido detectada
(Yoon y cols., 2001; Nasu y cols., 1997; Kimura y cols., 1998). En el caso de la poblacién china
solo ha sido detectado en un individuo (Yang y cols., 2003), en el resto de las poblaciones
chinas no se ha encontrado (Gaedigk y cols., 2001; Wang y cols., 1995; Yu y cols., 2004)
(Tabla VviI).

En el caso del alelo CYP2C9*3, |las poblaciones que presentan una frecuencia mas alta son las

caucdsicas, que se sitlan entre el 5% y el 16.8% (Aithal y cols., 1999; Allabi y cols., 2003;
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Bodin y cols., 2005; Bozina y cols., 2003; Burian y cols., 2002; Dorado y cols., 2003c;
Gaikovitch y cols., 2003; Garcia-Martin y cols., 2001; Halling y cols., 2005; Pedersen y cols.,
2004; Sandberg y cols., 2004; Scordo y cols., 2001; 2004; Stubbins y cols., 1996; Xie y cols.,
2002; Yasar y cols., 1999). Las frecuencias alélicas mas altas encontradas en poblaciones
asiaticas para este alelo, han sido del 4.9% en una poblacién china (Gaedigk y cols., 2001),
2.1% en japoneses (Nasu y cols., 1997) y del 1.1% en coreanos (Yoon y cols., 2001). La
poblacién etiope presenta una frecuencia del 2.3% (Scordo y cols., 2001) y en poblacion
negra se ha encontrado una frecuencia del 1.3% (Van Schaik, 2005). Sin embargo, en

indigenas africanos benineses no ha sido detectada (Allabi y cols., 2003) (Tabla VIII).

Ambos alelos, CYP2C9*2 y CYP2C9*3, no se encontraron en una poblacion inuit canadiense,
a pesar de que este grupo étnico tiene ancestros asidticos, lo que hubiera predicho la

existencia de, al menos, el alelo CYP2C9*3 (Gaedigk y cols., 2001) (Tabla VIII).

El alelo CYP2C9*4 es poco frecuente. Se ha identificado solamente en un individuo japonés
(Van Schaik, 2005), y no se ha identificado esta variante en otras poblaciones estudiadas
como caucasica (Allabi y cols., 2003; Dickmann y cols., 2001; LLerena y cols., 2004), blanca-
americana (Gaedigk y cols., 2001), china (Gaedigk y cols., 2001; Van Schaik., 2005; Xie y cols.,
2002), afro-americana (Dickmann y cols., 2001), indigenas africanos benineses (Allabi y cols.,

2003), poblacién inuit e indios nativos canadienses (Gaedigk y cols., 2001) (Tabla VIII).

La variante alélica CYP2C9*5 se describid por primera vez en una poblacién afro-americana,
siendo su frecuencia del 1.7% (Dickmann y cols., 2001). También se ha descrito la presencia
de este alelo en una poblacién de negros africanos, con una frecuencia del 0.8% (Yasar y
cols., 2002b) y del 1.8% en indigenas africanos benineses (Allabi y cols., 2003). En la
poblacion caucdsica sélo se ha encontrado en un estudio (Van Schaik, 2005), mientras que
en otros estudios no ha sido reportada (Allabi y cols., 2003; Dickmann y cols., 2001; LLerena
y cols., 2004), tampoco ha sido posible identificarla en las poblaciones orientales de Corea, y

en etiopes (Yasar y cols., 2002b) (Tabla VIII).

El alelo CYP2C9*6, fue descrita en afro-americanos con una frecuencia del 0.6%, sin
embargo, no pudo ser encontrado en caucdsicos (Van Schaik, 2005; Kidd y cols., 2001;

LLerena y cols., 2004), chinos (Yu y cols., 2004). Por ultimo, la variante alélica CYP2C9*11 se
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ha detectado en poblacién belga con una frecuencia del 0.4% y del 2.7% en indigenas

africanos benineses (Allabi y cols., 2003) (Tabla VIII).

5.2.1. Variabilidad interétnica del CYP2C9 en poblaciones hispanas

En poblaciones hispanas no hay muchos estudios hasta la fecha. La variante CYP2C9*2 ha
sido reportada una poblacién de origen hispano (Xie y cols., 2002), que presentd una
frecuencia para este alelo del 12%. En poblaciones mexicanas se han encontrado con
frecuencias del 6% y 10% (Aguilar y cols., 2008; Machorro-Lazo y cols., 2003), y en poblacién
méxico-americana una frecuencia del 8% (LLerena y cols., 2004), comparable a poblaciones
caucasicas, aunque mas alta que las encontradas en poblaciones afro-americanas y africanas
negras. En la poblacién boliviana (Bravo-Villalta y cols., 2005) y en la brasilefia (Vianna-Jorge
y cols., 2004) se han observado unas frecuencias del alelo CYP2C9*2 del 4.8% y 9%,
respectivamente. Sin embargo, al estratificar la poblacién brasilefia por grupos, negros,
mestizos y blancos las frecuencias que se encontraron fueron del 4%, 7% y 12%,
respectivamente. En las poblaciones mexicanas mestizas y tepehuanas la frecuencia de la
variante *2 fue del 7% y 1%, respectivamente. Este resultado estd en concordancia con la
baja frecuencia de poblaciones orientales y por tanto con la hipdtesis de |la ancestria oriental
de estas poblaciones. Por otro lado, la frecuencia mas alta de este alelo (16%) lo

encontramos en la poblacidn espafiola (Dorado y cols., 2003c; 2011).

Por otro lado, la variante CYP2C9*3 se ha encontrado en una poblaciéon hispana con una
frecuencia del 3.4% (Xie y cols., 2002), valores mas bajos que los observados en poblaciones
caucdsicas. Los mexicanos del oeste, mexicano-americanos (Aguilar y cols., 2008; LLerena y
cols., 2004) y bolivianos (Bravo-Villalta y cols., 2005) manifiestan frecuencias en el intervalo
de 3-6% para el alelo CYP2C9*3. Estos intervalos estan por debajo de la frecuencia
observada en espafioles (10%) (Dorado y cols., 2007), son mds altas que en asiaticos. En un
estudio realizado en 331 voluntarios sanos brasilefios que fueron clasificados como negros,
mestizos o blancos, se encontraron frecuencias del 7% para el grupo en general, y del 3%,
7% y 8% para los subgrupos negros, mestizos y blancos, respectivamente (Vianna-Jorge y
cols., 2004). La distribucién de los alelos varié a través de los grupos de color, ambas

variantes alélicas fueron 2.5-3 veces mas bajas en brasilefios negros que en blancos (Tabla
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VIII). El genotipo homocigoto CYP2C9*3 es raro en la poblacién brasilefia (aproximadamente
0.6%). Se encontré una frecuencia del 1.5% en ambas poblaciones de mexicanos
(tepehuanos y mestizos), inferior a la presentada en la poblacién espafiola, la cual es del 8%

(Dorado y cols., 2003c; 2011).

En lo que respecta a la variante CYP2C9*4, no ha sido detectada en las poblaciones hispanas

estudiadas (Xie y cols., 2002; LLerena y cols., 2004; Dorado y cols., 2011).

La frecuencia del alelo CYP2C9*5 en poblaciones hispanas es del 0.5% (Xie y cols., 2002), sin
embargo, no se encontrd en una poblacién méxico-americana (LLerena y cols., 2004) ni en
espafioles, mexicanos tepehuanos y mexicanos mestizos (Dorado y cols.,, 2011). La
observacion del alelo CYP2C9*5 en brasilefios auto-definidos como blancos (Suarez-Kurtz y
Sergio, 2007) proporcionan una muestra distinguida de las peculiaridades asociadas con la
farmacogenética en poblaciones mezcladas (Suarez-Kurtz y Sergio, 2007). En el caso de los
brasilefios blancos portadores del alelo CYP2C9*5, la concerniente contribucion de
europeos, africanos y amerindios a esta piscina genética fueron del 92%, 7.5% y 0.5%,
respectivamente (Suarez-Kurtz y Sergio, 2007). Por ultimo, la variante CYP2C9*6 no se
observé en méxico-americanos (LLerena y cols.,, 2004) ni en espanoles y mexicanos
tepehuanos, pero si se encontré un 0.5% en poblacién mestiza mexicana (Dorado y cols.,

2011).
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Tabla VIII. Frecuencias alélicas (%) del CYP2C9 en voluntarios sanos de diferentes poblaciones estudiadas.

Poblacion N *1 *2 *3 Referencia
AFRICA
Benin Indigenas 111 96 0 0 Allabiy cols., 2003
Egipto Egipcios 247 82 12 6 Hamdy y cols., 2002
Etiopia Etiopes 150 93 4.3 2.3 Scordo y cols., 2001
Irdn Iranies 160 79 11 9.7 Peyvandiy cols., 2002
Iréan Iranies 200 87.2 128 0 Zand y cols., 2007
AMERICA
Bolivia Bolivianos 778 92 4.8 3.0 Bravo-Villalta y cols., 2005
Brasil Brasilefios mezcla 331 84 9 7 Vianna-Jorge y cols., 2004
Brasil Blancos 136 80 12 8 Vianna-Jorge y cols., 2004
Brasil Mestizos 118 86 7 7 Vianna-Jorge y cols., 2004
Brasil Negros 77 93 4 3 Vianna-Jorge y cols., 2004
Canada Indios nativos 114 91 3 6 Gaedigk y cols., 2001
Canada Inuit 151 100 0 0 Gaedigk y cols., 2001
EE.UU. Norteamericanos 187 87 7.2 5.9 Kumar y cols., 2008
EE.UU. Afro-americanos 100 99 1 0.5 Sullivan-Klose y cols., 1996
EE.UU. Afro-americanos 120 95 2.5 1.3 Dickmann y cols., 2001
EE.UU. Afro-americanos 110 96.2 0 1.5 Xie y cols., 2002
EE.UU. Blanco-americanos 100 86 8 6 Sullivan-Klose y cols., 1996
EE.UU. Blanco-americanos 140 83 13 4.3 Dickmann y cols., 2001
EE.UU. Blanco-americanos 325 78 15 7 Gaedigk y cols., 2001
EE.UU. México-americanos 98 86 8 6 LLerenay cols., 2004
México Mexicanos 100 87 10 3 Aguilar y cols., 2008
México Mestizos 109 94.5 5.5 0 Machorro-Lazo y cols.,2003
México Mestizos 102 93 7 1.5 Dorado y cols., 2011
México Tepehuanos 99 96.5 1 1.5 Dorado y cols., 2011

N= numero de individuos
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Tabla VIII (continuacion). Frecuencias alélicas (%) del CYP2C9 en voluntarios sanos de diferentes poblaciones
estudiadas.

Poblacion N *1 *2 *3 Referencia
ASIA
Canada Chinos 102 95 0 4.9 Gaedigk y cols., 2001
China Chinos 115 98 0 1.7 Wang y cols., 1995
China Chinos 394 96 0.1 3.6 Yangy cols., 2003
China Chinos 265 95 0 4.9 Yuy cols., 2004
Corea Coreanos 574 99 0 1.1 Yoony cols., 2001
Corea Coreanos 358 93.4 0 6.0 Baey cols., 2005
India Tamilian 135 91 2.6 6.7 Adithan y cols., 2003
Japdn Japoneses 218 98 0 2.1 Nasu y cols., 1997
Japén Japoneses 140 98 0 1.8 Kimura y cols., 1998
Taiwan Taiwanesa 82 97 0 2.6 Wang y cols., 1995
Taiwan Taiwanesa 98 97 0 2.6 Sullivan-Klose y cols., 1996
Turquia Turcos 499 79 11 10 Aynacioglu y cols., 1999
Turquia Turcos 64 79 10 11 Yilmaz y cols., 2001
Turquia Turcos 85 81 10 8.8 Babaoglu y cols., 2004
Vietnam Vietnamitas 157 98 0 2.2 Kim y cols., 2004
EUROPA
Alemania Alemanes 118 81 14 5 Burian y cols., 2002
Alemania Alemanes 127 86 13.4 0 Xie y cols., 2002
Alemania Alemanes 367 81.5 10.7 7.8 Xie y cols., 2002
Bélgica Belgas 121 82 10 7.4 Allabiy cols., 2003
Croacia Croatas 200 74 17 9.5 Bozina y cols., 2003
Dinamarca Nordicos 276 83 12 5.3 Pedersen y cols., 2004
Islas Feroe Daneses 311 87 8.8 5.3 Halling y cols., 2005
Espafia Espafioles 157 69 14 16 Garcia-Martin y cols., 2001
Espaifa Espafioles 102 75 16 9.8 Dorado y cols., 2003c
Espaia Espafioles 327 76 16 8 Dorado y cols., 2011
Espafia Espafioles 200 81.8 12.0 6.0 Mas y cols., 2005
Francia Franceses 222 96 1.4 2.2 Bodin y cols., 2005
Gran Bretafia Britanicos 100 79 13 8.5 Stubbins y cols., 1996
Inglaterra Ingleses 100 79 11 11 Aithal y cols., 1999
Italia Italianos 157 80 11 9.2 Scordo y cols., 2001
Italia Italianos 360 78 12.5 9.7 Scordo y cols., 2004
Portugal Portugueses 135 78.8 13.2 8.0 Oliveira y cols., 2007
Rusia Rusos 290 83 11 6.7 Gaikovitch y cols., 2003
Suecia Suecos 430 82 11 7.4 Yasary cols., 1999
Suecia Suecos 126 67 16.1 17 Sandberg y cols., 2004

N= numero de individuos
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5.3. Relacién fenotipo-genotipo CYP2C9

Uno de los indicadores mas usados para determinar la actividad CYP2C9 in vitro ha sido la
4’-hidroxilacién de diclofenaco (Yamazaki y cols., 1998; Takanashi y cols., 2000; leiri y cols.,
2000; Yasar y cols., 2001; Dickmann y cols., 2001). La influencia del genotipo CYP2C9 en el
metabolismo de diclofenaco ha sido estudiada en tres paneles y en una poblacién de
voluntarios sanos, evaluandose el indice diclofenaco/4’-OH diclofenaco después de una
Unica toma de 50 mg de este farmaco (Shimamoto y cols., 2000; Yasar y cols., 2001; Morin y
cols., 2001; Dorado y cols., 2003c). En 12 voluntarios sanos que expresaban los genotipos
CYP2C9*1/*1 y CYP2C9*1/*3, se observd una ausencia de cambios significativos en el
metabolismo de diclofenaco mediado por CYP2C9 (Shimamoto y cols., 2000). Esta ausencia
de relacién entre genotipo y farmacocinética de diclofenaco se observé también en otro
panel de voluntarios sanos realizado posteriormente (Yasar y cols., 2001), aunque el Unico
voluntario CYP2C9*3/*3 presentaba el IM diclofenaco/4’-OH diclofenaco mas alto de todos
los participantes. Un estudio similar fue realizado con 18 voluntarios sanos que expresaban
los genotipos CYP2C9*1/*1, CYP2C9*1/*2 y CYP2C9*1/*3 (Morin y cols., 2001). En este
trabajo se observd un menor aclaramiento de diclofenaco en los voluntarios portadores del
alelo CYP2C9*3 en comparacion con los CYP2C9*1/*1, aunque no fue estadisticamente
significativo. En este ultimo trabajo, se determind la existencia de una gran variabilidad en la
absorcion del farmaco en todos los voluntarios, lo que dificultd la interpretacidon de los
resultados (Morin y cols., 2001). En el estudio de Dorado y cols. (2003c) se determind que el
IM de diclofenaco/4’-OH diclofenaco fue mas alto en el grupo de individuos que portaban el
alelo CYP2C9*3 en heterocigosis en comparacion con CYP2C9*1/*1, y que este indice en
individuos con genotipo CYP2C9*3/*3 fue aproximadamente 3 veces mayor que individuos
con genotipo CYP2C9*1/*1. Por tanto, se comprobd que el alelo *3 influye en el IM de
diclofenaco/4’-OH diclofenaco. Aun asi, no se pudo diferenciar individuos con fenotipo PM

debido a un gran solapamiento en los IM.

El efecto del genotipo CYP2C9 en la farmacocinética de losartan in vivo no ha sido bien
descrito hasta la fecha en poblaciones grandes. Sin embargo, existen evidencias en
microsomas de higado humano genotipados para el CYP2C9 que sugieren que este

polimorfismo podria alterar significativamente la formacidn de E-3174 (Yasar y cols., 2001).
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El efecto del genotipo CYP2C9 sobre el metabolismo de losartan ha sido puesto de
manifiesto en un caso clinico. Un individuo con el genotipo CYP2C9*3/*3 convirtidé menos

del 1% de la dosis administrada de losartan a E-3174 (McCrea y cols., 1999).

5.4. Implicaciones clinicas del polimorfismo CYP2C9

El polimorfismo genético y la presencia de las diferentes variantes alélicas del CYP2C9
pueden influir en el descenso de actividad metabdlica de esta enzima. En un estudio con
pacientes en tratamiento con tolbutamida, aquellos que presentaban los genotipos
CYP2C9*3/*3 y CYP2C9*2/*3 mostraron un incremento en la vida media y una reduccién en
el aclaramiento del fdrmaco en comparacién con un grupo de pacientes control (Sullivan-
Klose y cols., 1996). En estudios con pacientes epilépticos en tratamiento con fenitoina (van
der Weide y cols., 2001; Caraco y cols., 2001) se observé que los portadores de al menos una
variante alélica del CYP2C9 (CYP2C9*2 o CYP2C9%*3), requerian unas dosis de fenitoina
significativamente mas bajas que la de los individuos CYP2C9*1/*1. También en un grupo de
134 pacientes en tratamiento con fenitoina se observd una reduccién significativa en el
indice de concentraciones plasmaticas pHPPH/fenitoina en pacientes con genotipo
CYP2C9*1/*3, en relacion con los que presentaban un genotipo CYP2C9*1/*1 (Mamiya y
cols., 1998). Por otro lado, ha sido reportado que individuos portadores de los alelos
CYP2C9*2 y CYP2C9*3 tuvieron una reduccidn en el aclaramiento y en las concentraciones
plasmaticas de warfarina (Furuya y cols., 1995; Takahashi y cols., 1998; Aithal y cols., 1999;
Margaglione y cols., 2000).

Por otro lado, se han identificado casos de intoxicacion por fenitoina relacionados con el
polimorfismo del CYP2C9. Un paciente con genotipo CYP2C9*1/*3 (Ninomiya y cols., 2000) y
otro con el genotipo CYP2C9*1/*4 (leiri y cols., 2000) mostraron alteraciones significativas
en la farmacocinética de fenitoina, asi como también efectos adversos inducidos por este
farmaco. Se ha publicado el caso de una sobredosis por fenitoina en un paciente que
expresaba el genotipo CYP2C9*3/*3 (Brandolese y cols., 2001). Recientemente, se ha
reportado otro caso de intoxicacion por fenitoina en un paciente epiléptico en edad
pediatrica con genotipo CYP2C9*2/*2 (Dorado y cols., 2012a). Los niveles plasmaticos de

este farmaco se encontraban por encima de los normales, lo que podria deberse a que este
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paciente era homocigoto para la variante *2 del gen CYP2C9 y heterocigoto para la variante
*4 del gen CYP2C19. Este hecho, podria explicar también que la vida media de este farmaco

fuese mas del doble que los normales para este tipo de pacientes.

También, el caso de una intoxicacion severa por este farmaco en un individuo afro-
americano homocigoto para el alelo “nulo” CYP2C9*6 (del818A), por lo que se propuso a
partir de este hecho que aquellos individuos homocigotos para el alelo CYP2C9*6 tendran

una ausencia total de la actividad CYP2C9 (Kidd y cols., 2001).

Los pacientes en tratamiento con warfarina y que expresaban los alelos CYP2C9*2 y/o
CYP2C9*3, tuvieron mas hemorragias y una hospitalizacion mas prolongada que aquellos
que presentaban el genotipo CYP2C9*1/*1 (Aithal y cols., 1999; Margaglione y cols., 2000;
Taube y cols., 2000). También se ha descrito el caso de una paciente con genotipo
CYP2C9*2/*3, en tratamiento con warfarina, que presenté una hemorragia gastrointestinal

(Bloch y cols., 2002).

Se ha mostrado el caso de una potenciacién de la anticoagulacién por acenocumarol en dos
pacientes homocigotos para el alelo CYP2C9*3, los cuales se encontraban en tratamiento

con la dosis diaria recomendada de este farmaco (Verstuyft y cols., 2001).

Otro de los factores que pueden influir en la aparicion de efectos adversos es la
administracion concomitante de farmacos metabolizados por el CYP2C9, a partir de una
potencial interaccion metabdlica. Una paciente en tratamiento con clopidogrel y celecoxib,
presentd una hemorragia intracraneal que no habia sido detectada anteriormente (Fisher y
Le Couteur, 2001). Los autores de este estudio clinico han sugerido que la hemorragia pudo
ser debida a una interaccion farmacocinética mediada por el citocromo CYP2C9 (Fisher y Le

Couteur, 2001).

También se ha descrito el caso de un paciente en tratamiento con fluorouracilo y fenitoina
que presentd efectos adversos, estos desaparecieron al reducir la dosis de fenitoina. La
causa mas probable de esto pudo ser la inhibicion del CYP2C9 (Gilbar y Brodribb, 2001).
También han sido reportados otros casos de intoxicaciones debidas a la interaccién de
farmacos metabolizados por el CYP2C9, como fenitoina y tolbutamida (Wesseling y Mols-

Thurkow, 1975; Beech y cols., 1988). En un estudio en el que se evalud la posible interaccion
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entre losartan y fenitoina en 16 voluntarios sanos (Fischer y cols., 2002), se concluyd que
losartan no tenia efecto sobre la farmacocinética de fenitoina, pero que fenitoina si inhibia la
conversion de losartan a E-3174 mediada por el CYP2C9. Recientemente ha sido descrito el
mayor riesgo de padecer hemorragias gastrointestinales por uso concomitante de fluoxetina

y AINEs, farmacos en cuyos metabolismos participa el CYP2C9 (Oksbjerg y cols., 2003).

En otro estudio donde se evalud la potencial influencia de los genotipos CYP2D6 y CYP2(C9
sobre las concentraciones de fluoxetina en pacientes en tratamiento con este farmaco se
pudo observar que las concentraciones plasmaticas de fluoxetina fueron significativamente
mas altas en los grupos de pacientes con los genotipos CYP2C9*1/*2 y CYP2C9*1/*3 en
comparacion con los CYP2C9*1/*1 (LLerena y cols., 2004).

En un estudio in vitro, la actividad de la enzima CYP2C9 fue inhibida por etanol (Tatsumi y
cols., 2009), y otro reciente estudio in vitro se ha reportado la influencia del
17a-etinilestradiol en la inhibiciéon de la expresién de CYP2C9 (Mwinyi y cols., 2011), lo cual
podria estar relacionado con una posible diferencia de la actividad de esta enzima entre

géneros.

Recientemente, en una poblacién sueca se ha encontrado un paciente que padecid toxicidad
por fenitoina y que se encontraba en tratamiento concomitante con fluconazol (que es un
inhibidor de CYP2C9). Este individuo estaba en tratamiento con altas dosis de fenitoina
(Helldén y cols., 2010). Los responsables de este estudio propusieron que esas altas dosis en
el tratamiento con fenitoina eran debidas a una alta actividad de la enzima CYP2C9. Por eso,
a este paciente se le realizd un test de fenotipacién con losartan (Christensen y cols., 2003)
lo que dio como resultado un bajo IM, lo que implica que existe una alta actividad de la
enzima CYP2C9 (Helldén y cols., 2010). Se ha intentado relacionar la alta actividad de la
enzima CYP2C9 con determinados SNPs (IVS8-109 A>T), pero esto aln permanece sin aclarar

(Hatta y cols., 2012).

En resumen, aquellos individuos con el alelo CYP2C9*3 (principalmente los pacientes
homocigotos para el CYP2C9*3) que se encuentren en tratamiento concomitante con
farmacos metabolizados por el CYP2C9, o con inhibidores de la actividad de esta enzima,
parecen estar en mayor riesgo de experimentar la aparicion de efectos adversos

potencialmente peligrosos.
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1. JUSTIFICACION Y ORGANIZACION DE LOS ESTUDIOS

Espafa, debido a su situacién geografica, es la frontera con Europa para los extranjeros
procedentes de Africa; por otro lado, debido a vinculos histéricos y culturales con paises
iberoamericanos da lugar a que sea uno de los destinos prioritarios para los extranjeros de
habla hispana. Por ejemplo, en el afio 2003 casi el 40% de los extranjeros residentes en
Espana proceden de América Central y América del Sur; ademas, la poblacidn extranjera mas
numerosa en nuestro pais es la ecuatoriana que representa el 14.6% de la poblacién
extranjera total (Instituto Nacional de Estadistica, 2003). Esta poblacion recibe tratamientos
con las mismas pautas que se utilizan en la poblacién espafiola en su mayoria blancos

europeos o caucasicos.

Se ha comprobado que existe variabilidad interétnica en el metabolismo de farmacos, por
tanto al administrar las mismas dosis de un farmaco a personas pertenecientes a diferentes
etnias podrian tener una respuesta diferente. Por tanto, el estudio de la variabilidad
poblacional de las enzimas metabolizadoras de farmacos CYP2D6 y CYP2C9 puede servir para
determinar en qué manera las dosis recomendadas se podrian ajustar a una determinada
poblacién. Hasta la fecha no existe ningun estudio de este tipo realizado en poblacién

ecuatoriana.

Este trabajo de Tesis ha sido dividido en dos estudios:

Estudio I. Fenotipo metabdlico de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una poblacién de
voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

Estudio Il. Fenotipo metabdlico de losartan y genotipos CYP2C9 en una poblaciéon de

voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.
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1.1. ESTUDIO I. Fenotipo metabdlico de dextrometorfano, genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

1.1.1. Estudio I.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el andlisis de

dextrometorfano en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2D6.

Se han realizado numerosos estudios de genotipaciéon para evaluar la capacidad de la
actividad de la enzima CYP2D6, pero esta aproximacién no debe ser tomada como real. La
capacidad metabdlica de la enzima sélo puede ser analizada mediante estudios de
fenotipacién a través de algunos farmacos usados como farmacos test como son:
debrisoquina, metoprolol, tramadol, esparteina, debrisoquina o dextrometorfano (Figura 5).

Actualmente se prefiere utilizar dextrometorfano al resto de farmacos ya que es mas seguro.

Figura 5. Fdrmula estructural del dextrometorfano.
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Dextrometorfano

El dextrometorfano es un analogo de la codeina (Yu y Haining, 2001), farmaco de uso comun
qgue en dosis terapéuticas actla sobre el sistema nervioso central para inhibir la tos. El
dextrometorfano es rapidamente absorbido por el conducto gastrointestinal y comienza su

metabolizacién de los 15 a los 60 minutos después de la ingestion.
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El dextrometorfano tiene dos vias de metabolizacion principales, por un lado sufre una O-
desmetilacion y se transforma en dextrorfano (Afshar y cols., 2004), su principal metabolito,
paso catalizado por la enzima citocromo P450, en concreto CYP2D6 (Figura 6). Por otro lado,
el dextrometorfano sufre una N-desmetilacion por el citocromo P4503A4 (CYP3A4) y se
genera uno de sus metabolitos secundarios, el 3-metoximorfinan. En una segunda via de
metabolizacidn se puede obtener 3-hidroximorfinan a partir de dextrorfano, ya que el CY3A4
N-desmetila a este, o también a partir del 3-metoximorfinan que sufre una O-desmetilacién

por el CYP2D6 (Figura 6).

Figura 6. Esquema de las vias de metabolizacién de dextrometorfano
(basada en Yu y Haining, 2001).
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N-desmetilacién
CYP3A4

HO

O-desmetilacidn
CYP2D6

Para la determinacidon de dextrometorfano y dextrorfano en plasma existen publicados
diversos métodos que usan HPLC con espectrometria de masas (MS) (Eichhold y cols., 2007;
Kuhlenbeck y cols., 2005; Mc Cauley-Myersy cols., 2000), otros métodos que utilizan
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién en fluorescencia (Afshar y cols., 2004;
Kumary cols., 2007; Hartter y cols., 1996). Dos de ellos estan validados en animales (Kumary
cols., 2007; McCauley-Myersy cols., 2000). Uno de los métodos de cromatografia liquida de

alta resolucién con deteccién por fluorescencia (Hartter y cols., 1996) ademds de analizar
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dextrometorfano y dextrorfano también determina 3-hidroximorfinan y 3-metoximorfinan.
Otro de ellos (Afshar y cols., 2004) no analiza 3-metoximorfinan, pero si el resto de analitos,
mientras otro de los estudios (Kumar y cols., 2007) Unicamente determina dextrometorfano
y dextrorfano, ademas combina HPLC con espectrometria de masas con deteccion
ultravioleta en plasma de cerdo. Por tanto seria necesario el desarrollo y validacion de un
nuevo método analitico de HPLC con deteccién ultravioleta para la determinacién de

dextrometorfano y dextrorfano.

1.1.2. Estudio I.2. Estudio del metabolismo de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacion de voluntarios sanos de Ecuador.

La enzima CYP2D6 es responsable del metabolismo del 25% de todos los farmacos
actualmente disponibles en el mercado (Eichelbaum y cols., 2006). Ademas puede presentar
variantes alélicas que codifican enzimas que pueden tener actividad ausente, aumentada o
disminuida. Como se ha visto anteriormente, estas variantes alélicas se presentan en

diferentes proporciones entre las diferentes poblaciones y etnias.

Podria ser de gran interés conocer las frecuencias de variantes alélicas de CYP2D6 en una
poblacién de voluntarios sanos de Ecuador que tengan una relevancia clinica. Se ha
explicado anteriormente que los factores genéticos y ambientales son determinantes en el
metabolismo oxidativo de farmacos. Estos factores pueden alterar el fenotipo, haciendo
necesario realizar modificaciones en el régimen de dosis para mejorar la eficacia terapéutica.
Diversos factores ambientales como la dieta, agentes quimicos, hidrocarburos policiclicos,
tabaco, alcohol o disolventes organicos podrian alterar la actividad enzimatica (Vesell, 1979;
1984; Eichelbaum, 1985; Schellens y Breimer, 1987; Jordan y Wolf, 1987). No existen
estudios de fenotipacion en la poblacién ecuatoriana, de ahi la importancia de realizar el

estudio de todos los factores.
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1.2. ESTUDIO Il. Fenotipo metabdlico de losartan, genotipos CYP2C9 en una poblacién de

voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

1.2.1. Estudio Il.1. Desarrollo y validacion de un método de HPLC para el andlisis de

losartdn en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2C9.

La enzima CYP2C9 tiene un papel importante en el metabolismo de farmacos de importancia
terapéutica como son warfarina, fenitoina, tolbutamida, glizipida, losartan (Figura 7) y la
mayor parte de los AINES (Miners y Birkett, 1998; Yasar y cols., 2002a; Dorado y cols., 2003c;
LLerena y cols., 2004). Hay muy pocos estudios que determinen el fenotipo metabdlico en
poblaciones para ser utilizado como una medida de la actividad metabdlica de la enzima

CYP2Co.

Figura7. Principal via de metabolizacion de losartan.
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Se han desarrollado diferentes métodos de separacion y deteccidon de losartan y E-3174 en
orina y plasma empleando electroforesis capilar (Zhang y cols., 2006), HPLC-Ultravioleta
(Furtek y Lo, 1992; Yeung y cols., 2000), HPLC-Fluorescencia (del Rosario Brunetto y cols.,
2009; Farthing y cols., 1997; Ritter y cols., 1997) y HPLC-MS (Polinko y cols., 2003; Shah y

cols., 2009). Aunque la técnica de HPLC con deteccién por MS obtiene una separacién mas
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eficiente, esta es utilizada en menor medida en laboratorios de rutina que otros sistemas de
deteccidén, ya que son mas econdmicos y tienen una menor complejidad de trabajo y
mantenimiento. Por esta razén, el detector de fluorescencia es una buena alternativa ya que
consigue alcanzar una sensibilidad y selectividad aceptable frente a otros tipos de detectores
utilizados frecuentemente. Por otra parte, la preparacién de la muestra es un paso
importante a la hora de obtener una buena separacién y deteccion de los analitos. Existen
diferentes sistemas de extraccién que se aplican a las matrices bioldgicas en las que se
encuentran presentes nuestros analitos de interés (losartan y E-3174) como son la
extraccién liquido-liquido (Ritter y cols., 1997), extraccién en fase solida (SPE) (Kolocouri y

cols., 2007) y microextraccién en fase sélida (Zhang y cols., 2006).

Por todo esto es necesario desarrollar un nuevo método que sea preciso, reproducible y
sensible que consiga ser sencillo y rapido para la determinacion de losartan y E-3174 y asi

poder ser utilizado en estudios farmacogenéticos en muestras de orina humana.

1.2.2. Estudio I.2. Estudio del metabolismo de losartdn y genotipos CYP2C9 en una

poblacion de voluntarios sanos de Ecuador.

La enzima CYP2C9 metaboliza farmacos terapéuticamente importantes incluidos diversos
antihipertensivos, antidiabéticos, farmacos AINEs de amplia prescripcién a nivel mundial y
con una ventana terapéutica estrecha como por ejemplo warfarina y fenitoina (Shimada y
cols., 1994; Goldstein y De Morais, 1994). Por lo tanto, la variabilidad interindividual de
CYP2C9 puede producir una toxicidad farmacoldgica en tratamiento con warfarina o
fenitoina (Miners y Birkett, 1998; Ninoyima y cols., 2000; Kidd y cols., 2001), en fallo
terapéutico (Schwarz, 2003) o la aparicidn de reacciones adversas cuando el individuo esta

en tratamiento concomitante (Gilbar y Brodribb, 2001).

Como hemos revisado anteriormente, algunas variantes genéticas de CYP2C9 codifican para
proteinas con actividad disminuida (CYP2C9*2, *3, *4, *5) o sin actividad (CYP2C9*6). Hasta
la fecha se han realizado algunos estudios que reportan frecuencias alélicas del CYP2C9 en

diferentes poblaciones hispanas, pero ninguno ha evaluado la poblacion ecuatoriana.
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Tampoco hay suficientes estudios que evaluen la actividad de la enzima CYP2C9 in vivo y su

relacion con el genotipo.

Por tanto, existe una necesidad de realizar mas estudios farmacogenéticos del CYP2C9
encaminados a la optimizacion de los tratamientos con farmacos que sean sustratos de esta

enzima en diferentes poblaciones.
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2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de los trabajos de la presente Tesis fue describir en una poblacion
ecuatoriana los fenotipos metabdlicos de dextrometorfano y losartdn, los polimorfismos
genéticos de CYP2D6 y CYP2(C9 asociados y la relacidon entre ellos; adicionalmente estudiar

diferencias con una poblacidon espafiola.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1. ESTUDIO |I. Fenotipo metabdlico de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

I.1 Desarrollar un nuevo método HPLC para cuantificar dextrometorfano y su metabolito

dextrorfano en plasma humano.

[.2. Evaluar la variabilidad interindividual en el metabolismo de dextrometorfano en una

poblacién ecuatoriana y compararla con una poblacién espanola.

I.3. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del gen CYP2D6 en una poblacién

ecuatoriana y compararlas con una poblacion espafiola.

l.4. Evaluar la influencia de factores ambientales y del genotipo CYP2D6 sobre el fenotipo

metabodlico de dextrometorfano en la poblacién ecuatoriana.

-49-



Justificacion y Objetivos

3.2. ESTUDIO Il. Fenotipo metabdlico de losartan y genotipos CYP2C9 en una poblacidn

ecuatoriana respecto de la espaiiola.

I1.1. Desarrollar un método HPLC para la cuantificaciéon de losartan y E-3174 en orina

humana.

[I.2. Evaluar la variabilidad interindividual del metabolismo de losartdn en una poblacién

ecuatoriana y compararla con una poblacién espafiola.

II.3. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del gen CYP2C9 en una poblacién

ecuatoriana y compararlas con una poblacion espafiola.

[l.4. Evaluar la influencia de factores ambientales y del genotipo CYP2C9 sobre el fenotipo

metabolico de losartan en la poblacion ecuatoriana.
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1. POBLACION DE ESTUDIO

Los Estudios incluidos en la presente Tesis han sido realizados en muestras procedentes de
voluntarios sanos (Tabla IX). Estos voluntarios fueron en su mayoria estudiantes de la
Universidad Central del Ecuador en Quito, los cuales fueron clasificados como mestizos. Por
otra parte, el panel de voluntarios sanos incluido en el Estudio Il corresponde a un grupo de
individuos residentes en Extremadura, asi como los controles utilizados para comparar en la

poblacion espafiola.

En el Estudio | se compararan los resultados con la poblacién espafiola fenotipada con
dextrometorfano (Henthorn y cols., 1989) y en el Estudio |l se comparara con otra poblacién
espafnola fenotipada con diclofenaco (Dorado y cols., 2003c) y con el panel de voluntarios

sanos espafioles.

Tabla IX. Descripcidn general de las poblaciones de estudio de la presente Tesis.

Estudio Poblacion N Determinacion Técnica
Variantes alélicas de CYP2D6 RT-PCR; XL-PCR
Voluntarios sanos 118
Dextrometorfano y su metabolito en plasma HPLC-UV
1.1 Voluntarios sanos 13 Losartan y su metabolito en orina HPLC-FLU
1.2 Voluntarios sanos 194 Variantes alélicas de CYP2C9 RT-PCR; PCR-RFLP
Losartan y su metabolito en orina HPLC-FLU

N= numero de individuos; RT-PCR= reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real; XL-PCR= extra-long PCR; HPLC-
UV= cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién por ultravioleta; HPLC-FLU= HPLC con deteccién por
fluorescencia; PCR-RFLP= PCR de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion.

Las concentraciones plasmaticas de dextrometorfano, asi como las concentraciones urinarias
de losartan y sus metabolitos, fueron determinadas mediante el desarrollo de dos nuevos
métodos de HPLC con deteccidn por ultravioleta y fluorescencia, respectivamente. La
determinacién de las frecuencias alélicas de CYP2D6 y CYP2(C9 se han realizado por técnicas
de RT-PCR a través de sondas prediseiiadas, técnicas de XL-PCR y PCR-RFLP desarrolladas en
nuestros laboratorios del Centro de Investigacién Clinica del Area de Salud de Badajoz

(CICAB) (Dorado y cols., 2003c; Dorado y cols., 2005).
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A todos los participantes en los estudios de la presente Tesis, se les realizd un examen fisico
rutinario. Este incluia exploracion fisica, medicion del peso, de la talla y de la presién arterial.
También se recogieron los antecedentes tanto personales como familiares de
enfermedades, alergias, etc. Todos estos datos, mas la fecha y lugar de nacimiento, edad,
sexo, habitos de consumo (consumo de tabaco, alcohol, cafeina) y los datos propios de la
prueba (volumen de orina, horas de recoleccién) fueron recogidos en un protocolo

confeccionado para tal fin.

1.1. ESTUDIO I. Fenotipo metabdlico de detrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

1.1.1. Estudio 1.2. Estudio del metabolismo de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacion de voluntarios sanos de Ecuador.

En este estudio se realizéd en una poblacion compuesta por 118 voluntarios sanos (58% de
mujeres). Presentaron una media de edad (+, desviacidén estandar, DS) de 25+8.5 afos. La
mayoria de los voluntarios fueron estudiantes de la Universidad Central de Ecuador en
Quito, pero procedian de varias regiones de Ecuador: un 59% (n=70) residian en Quito
(2800 msnm), un 19% (n=22) en Cuenca (970 km al Sur de Quito), y un 5% (n=6) en Tulcan
(430 km al Norte de Quito), todos localizados en la regién Andina. Ademas un 17% (n=20)
residian en Guayaquil (22 msnm), en la Costa del Pacifico. En cualquier caso, en términos de
etnicidad todos los sujetos fueron clasificados como mestizos, es decir, una mezcla de

espafnoles con poblaciones andinas.
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1.2. Estudio Il. Fenotipo metabdlico de losartan y genotipos CYP2C9 en una poblacién de

voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

1.2.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el andlisis de losartdn y su

metabolito en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2(9.

En este estudio participaron 13 voluntarios sanos (8 mujeres y 5 hombres) con una edad
comprendida entre 21 a 53 afios y con un peso de 45 a 90 kg. Este panel de voluntarios

sanos estaba formado por poblacidn espafola residente en la provincia de Badajoz.

1.2.2. Estudio del metabolismo de losartdn y genotipos CYP2C9 en una poblacion de
voluntarios sanos de Ecuador.

Para la determinacién de los fenotipos metabdlicos de losartan y genotipos CYP2C9 participd
una poblacién compuesta por 194 voluntarios sanos (58% de mujeres), con una media de
edad (£DS) de 21.5%3.7 aios, la mayoria de los cuales eran estudiantes de la Universidad
Central de Ecuador en Quito. Sin embargo, su lugar de procedencia fueron diferentes
regiones de Ecuador. Todos ellos fueron clasificados como mestizos (mezcla de espafioles

con poblaciones andinas).
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2. PROTOCOLO GENERAL DE INVESTIGACION

2.1. Examen clinico

A los voluntarios que participaron en los estudios se les realizd una historia clinica y
farmacoldgica, recogiéndose los antecedentes patoldgicos personales y familiares. Ademas
del examen clinico de rutina, se realizaron pruebas bioquimicas, de funcién hepatica y renal.
Ademas, se registraron habitos de consumo (alcohol, tabaco y drogas de abuso), uso de

plantas medicinales y de farmacos.

2.2. Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion:

a) Voluntarios sanos, sin alteraciones renales ni hepaticas.

b) Sujetos mayores de 18 afios de edad.

¢) Individuos sin relacion de parentesco.

d) No estar bajo tratamiento farmacoldgico en las tres ultimas semanas anteriores al
estudio.

e) No consumir farmacos de abuso, ni tener antecedentes de alcoholismo.

f) Consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

a) Historias clinicas con datos incompletos.

b) Individuos bajo tratamiento farmacoldgico. Personas que  solicitaran revocar el
consentimiento informado y/o que por algin motivo hayan tomado medicamentos,

alcohol o algln alimento horas antes del estudio farmacocinético.
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2.3. Protocolos de Estudio

Los protocolos de Estudio que se realizaron en los Estudios | y I, los cuales se detallan a

continuacion.

2.3.1. Protocolo de Estudio I. Fenotipo metabdlico de detrometorfano y genotipos CYP2D6

en una poblacion de voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola

La extraccidon de sangre fue realizada a las 3 horas de haber tomado una dosis uUnica de
30 mg de dextrometorfano (Laboratorios HG, Guayaquil, Ecuador), el plasma fue separado
de la parte celular, se almacend a -20 °C y se transportaron desde Quito (Ecuador) hasta
Badajoz (Espaiia). El andlisis de dextrometorfano y su principal metabolito dextrorfano fue
evaluado con el nuevo método HPLC desarrollado en nuestro laboratorio y que se analiza en

la presente Tesis.

Para evaluar la influencia de los genotipos CYP2D6, la poblacion de estudio fue genotipada
para los alelos CYP2D6*2, *3, *4, *5, *6, *10, *17, *29, *35,*41 y las multiplicaciones del

gen, tras el aislamiento de ADN a partir de muestras de sangre.

2.3.2. Protocolo de Estudio Il. Estudio del metabolismo de losartdn y genotipos CYP2C9 en

una poblacion de voluntarios sanos ecuatorianos respecto a la espanola

2.3.2.1. Estudio Il.1. Desarrollo y validaciéon de un método HPLC para el andlisis de losartan

en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2C9.

A los voluntarios que participaron en este estudio se les administré 25 mg de losartan
(Cozaar, Merck Sharp & Dohme, EE.UU.) después de 2-3 horas de ayuno. Se recogio la orina
tras 8 horas de sueio y fue almacenada a -20 °C. Cada voluntario fue genotipado para los
alelos CYP2C9*1, *2 y *3 antes de su inclusion en el estudio, los genotipos fueron

CYP2C9*1/*1 (n=7), CYP2C9*1/*2 (n=2), CYP2C9*1/*3 (n=2) y CYP2C9*3/*3 (n=2) (Yasar y
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cols., 2002a). Este panel de voluntarios sanos fue previamente analizado con otro método

diferente de HPLC (Yasar y cols., 2002a).

2.3.2.2. Estudio 1l.2. Estudio del metabolismo de losartdn y genotipos CYP2C9 en una

poblacion de voluntarios sanos de Ecuador.

Para la realizaciéon de este estudio las muestras de la poblacién estudiada se obtuvieron
después de la toma de una dosis Unica de 25 mg de losartan (Santa Cruz, CA, USA), se midid
la orina recogida y se almacenaron dos muestras de 20 mL a -20 °C. El IM de losartan/E-3174
se analizd con el método desarrollado en nuestro laboratorio y que forma parte de la

presente Tesis (Estudio I1.1).

Para evaluar la influencia de los genotipos CYP2C9, la poblacion de estudio fue genotipada
tras el aislamiento de ADN a partir de muestras de sangre para los alelos CYP2C9*2, *3, *4,

*5y *6.
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3. INSTRUMENTOS, APARATOS Y REACTIVOS

3.1. Andlisis genéticos

3.1.1. Andlisis de los genotipos CYP2D6

Para la determinacidn de los genotipos CYP2D6 se utilizaron muestras de sangre recogidas
en tubos con EDTA potdsico (Vacutainer®, BD, EE.UU.), previamente codificadas y
almacenadas a -20 °C hasta el momento de su utilizacién, para el aislamiento del ADN

gendmico, se utilizé el kit QIAamp®DNA blood kit (QIAGEN, Hilden, Alemania).

En el estudio del analisis de las diferentes variantes alélicas del gen CYP2D6 se utiliz6 una
metodologia previamente desarrollada en el laboratorio (Dorado y cols., 2005) que esta
basada en técnicas de Real Time PCR (RT-PCR) a través de sondas TagMan y extra long PCR
(XL-PCR). Las reacciones de RT-PCR para las variantes alélicas estudiadas a excepcién de las
duplicaciones y alelo CYP2D6*5 se efectuaron en un Fast 7300 Real-Time System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Las reacciones de XL-PCR para las duplicaciones y el
alelo CYP2D6*5 se realizaron en un termociclador de marca Mastercycler 384 (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany). Se utilizd la mezcla de las enzimas Taq y Pwo DNA Polymerase
(Expand Long Template PCR System, Roche Diagnostics GmbH, Germany), los dinucleétidos
trifosfato (dNTPs) fueron Deoxynucleoside Triphosphate Set PCR Grade (Roche Diagnostics
GmbH, Germany) y los oligonucleétidos fueron adquiridos a Stab Vida (Lisboa, Portugal). La
agarosa utilizada para la obtencidon de los geles fue de Panreac (Barcelona, Espafia). La
visualizacién de los geles se llevé a cabo a través de una tincién con bromuro de etidio
10 ug/mL (Sigma S.A., Madrid, Espafia) y un transiluminador Gel Doc 1000 (Bio-Rad

Laboratories, Inc.).

3.1.2. Andlisis de los genotipos CYP2C9

Para la determinacién de los genotipos CYP2C9 se utilizaron muestras de sangre recogidos
en tubos con EDTA potasico (Vacutainer®, BD, EE.UU.), previamente codificadas vy

almacenadas a -20 °C hasta el momento de su utilizacion. Para el aislamiento del ADN
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gendmico a partir de las muestras de sangres recogidas, se utilizé el kit Centrapuregen kit
(Indianapolis, IN, USA). Para el estudio de las variantes alélicas del CYP2C9*2, *3 y *6 se
utilizé la metodologia basada en la técnica de RT-PCR a través de sondas TagMan. Las
reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo en un Fast 7300 Real-Time Sistema (Applied
Biosystems, Forster City, CA, EE.UU.). Los alelos CYP2C9*4 y *5 se analizaron mediante
reacciones de PCR. Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador de marca
Mastercycler 384 (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Los dNTPs fueron Deoxynucleoside
Triphosphate Set PCR Grade (Roche Diagnostics GmbH, Germany) y los oligonucledtidos
fueron adquiridos a StaB Vida (Lisboa, Portugal). La agarosa utilizada para la obtencion de los
geles fue de Panreac (Barcelona, Espafia). La visualizacion de los geles se llevd a cabo a
través de una tincion con bromuro de etidio 10 ug/mL (Sigma S.A., Madrid, Espafia) y un

transiluminador Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

3.2. Andlisis cromatograficos

3.2.1. Reactivos

Los patrones de dextrometorfano y dextrorfano fueron suministrados por Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia) para el Estudio I.1. Dextrometorfano para el Estudio I.1 fue suministrado
por Laboratorios HG (Guayaquil, Ecuador). Losartan y su metabolito (EXP-3174) fueron
distribuidos por Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) (Estudio Il) y el losartdn
(Cozaar®) para el Estudio 1l.2. fue proporcionado por Merck Sharp & Dohme (Darmstadt,
Alemania). El acetonitrilo de calidad HPLC, metanol, hexano, dihidrégeno fosfato de potasio
(KH,PQy,), diisopropil éter y acido ortofosférico fueron suministrados por Merck (Darmstadt,
Alemania). El agua fue purificada usando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). El
acido hidroclorhidrico, hidroxido de sodio y metil tert butil éter (MTBE) UV-IR-HPLC fueron

suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia).
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3.2.2. Soluciones patron

Las soluciones almacén de dextrometorfano y dextrorfano se prepararon a una
concentracién de 100 pug/mL, mientras que el estandar interno (El) levallorfan se preparo a
una concentracién de 5000 pg/mL. Las soluciones de trabajo fueron preparadas por dilucién
de las soluciones de almacén a 1 y 10 ug/mL para dextrometorfano y dextrorfano, mientras
que para el El se prepard a una concentracion de 20 pug/mL. Todas las soluciones fueron

preparadas en metanol, guardadas bajo refrigeracion a 4 °Cy protegidas de la luz.

Las soluciones almacén de losartan y E-3174 se prepararon en metanol a una concentracién
de 100 pg/mL y fueron almacenadas en oscuridad a -20 °C hasta su uso posterior. Las
soluciones de trabajo fueron preparadas por dilucion de soluciones de almacén a 1y
10 pg/mL para ambos analitos en metanol y guardadas bajo refrigeracion y protegidas de la

luz.

3.2.3. Instrumentos

Las concentraciones plasmaticas de dextrometorfano y dextrorfano para el Estudio | fueron
determinadas mediante HPLC con deteccién por ultravioleta. El sistema de cromatografia
liquida utilizado (Beckman Instruments, Fullerton, CA) estaba compuesto por una bomba de
solvente modelo System Gold 118 y un detector modular programable modelo 166, un
inyector Rheodyne modelo 7725i con un “loop” de 20 pL. Acoplado a este sistema se situé
un ordenador compatible con el software Beckman 32 Karat ver. 7.0. La columna
cromatografica en fase inversa fue ACE 5 phenyl (Advanced Chromatography Technologies,

Aberdeen, Scotland).

Las concentraciones plasmaticas de losartan y E-3174 para el Estudio Il fueron determinadas
mediante HPLC con deteccidon por fluorescencia. El sistema de cromatografia liquida
utilizado (Beckman Instruments, Fullerton, CA) estaba compuesto por una bomba de
solvente modelo System Gold 118 y un sistema modular de deteccidon por fluorescencia
modelo FP-2020 de Jasco (Tokyo, Japan) y un inyector Rheodyne modelo 7725i con un loop

de 50 pL. Acoplados a este sistema habia un PC compatible con el software Beckman 32
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Karat ver. 7.0. La columna analitica en fase reversa fue ACE 5 phenyl (Advanced

Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland).

-61 -



Material y Métodos

4. METODOLOGIA

4.1. Analisis de los genotipos CYP2D6

4.1.1. Deteccion de las multiplicaciones

Para determinar si los individuos presentaban multiplicaciones del gen CYP2D6 se empled
una PCR-XL. Los primers que se utilizaron para ello fueron 2D6dupl-F y 2D6dupl-R (Lundqvist
y cols.,, 1999), generan un fragmento de 3.5kb, que determina la presencia de
multiplicaciones en el gen (Tabla XI). Ademas, en la misma PCR, se amplifica el gen CYP2D6
completo de 5.1kb (Tabla XI) utilizando el primer forward DPKup y el reverso DPKlow
(Hersberger y cols., 2000). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 uL, se
utilizaron 0.375 plL de la mezcla de las enzimas Taq y Pwo DNA Polymerase (Expand Long
Template). La amplificaciéon de 50 a 100 ng/uL de ADN gendmico humano se realizd con
2.5 uL de PCR buffer 3 que se proporciona con la enzima (2.75 mM MgCl,), 0.5 mM de cada
dNTPs y 0.4 uM de cada primer (Tabla X).

Las condiciones fueron las siguientes: 2 min a 94 °C, seguidos de 10 ciclos de 20 segundos a
95 °C y 4 minutos a 68 °C, 20 ciclos mas aumentando 5 segundos cada paso de 68 °C, y una
extension final de 7 minutos a 68 °C. El producto de la PCR se analizé directamente en una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y el ADN se visualizdé con bromuro de etidio. Esta
reaccion de PCR-XL dio lugar a fragmentos de 5.1 kb, los cuales se utilizan para posteriores
diagndsticos por PCR-RFLP y como banda control, y de 3.5 kb solo si existen alelos con

multiplicaciones (Tabla Xl).

4.1.2. Deteccion del alelo CYP2D6*5

Para determinar si los individuos presentan la variante CYP2D6*5, se llevd a cabo una
PCR-XL. Los primers fueron 5°2D6*5 y 3’2D6*5 (Steen y cols., 1995), que son especificos para
determinar la presencia del alelo CYP2D6*5 (3.5 kb) (Tabla XI). Ademas, en la misma PCR, se

amplifica el gen CYP2D6 entero (5.1 kb) utilizando el primer forward DPKup y el reverso
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DPKlow (Hersberger y cols., 2000). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pL,
se utilizaron 0.375 uL de la mezcla de las enzimas Tag y Pwo DNA Polymerase (Expand Long
Template). La amplificaciéon de 50 a 100 ng/uL de ADN gendmico humano se realizd con
2.5 pL de PCR buffer 3 que se proporciona con la enzima (2.75 mM MgCl,), 0.5 mM de cada
dNTPs y 0.4 uM de cada primer (Tabla X).

Tabla X. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en las diferentes PCRs para
determinacion de las variantes alélicas del CYP2D6 (Dorado y cols., 2005).

Primer Secuencias 5’ - 3’

DPKup GTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA
DPKlow GCCGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTA
2D6dupl-F CCTGGGAAGGCCCCATGGAAG

2D6dupl-R CAGTTACGGCAGTGGTCAGCT

52D6dup GCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGG
3'2D6dup GGTTTCTTGGCCCGCTGTCCCCACTC
5’2D6*5 CACCAGGCACCTGTACTCCTC

3'2D6*5 CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC
3'2D6*1xN CCTGTCTCAAATGCGGCCAGGCGGTGGGGTA

N= ndmero de copias

Las condiciones fueron las mismas que para la deteccién de las multiplicaciones: 2 minutos a
94 °C, seguidos de 10 ciclos de 20 segundos a 95°C y 4 minutos a 68 °C, 20 ciclos mas
aumentando 5 segundos cada paso de 68 °C, y una extensién final de 7 minutos a 68 °C. El
producto de la PCR se analizd directamente en una electroforesis mediante un gel de
agarosa al 0.8% y el ADN se visualizd con bromuro de etidio. Esta reaccién de PCR-XL dio
lugar a fragmentos de 5.1 kb, los cuales se utilizan para posteriores diagndsticos por
PCR-RFLP y como un control que indique que la PCR ha sido favorable, y de 3.5 kb solo si
existe la variante CYP2D6*5 (Tabla Xl).

4.1.3. Deteccion de las multiplicaciones de los alelos CYP2D6*1, *2 o *4

Todas las muestras de ADN que poseian duplicaciones se analizaron para los alelos
CYP2D6*1xN,*2xN y *4xN usando 1 pL de la reaccién de PCR-XL (diluido con H,0 1:10)
amplificando un fragmento de 10 kb. Esta XL-PCR se llevd a cabo usando los primers

5’2D6dup y 3'2D6dup (Tabla Xl). La amplificacidn se realizé en un volumen final de 25 uL en
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tubos de 0.2 mL y con 0.375 pL de mezcla de las enzimas Taq y Pwo DNA Polymerase. La
amplificacion de 50 a 100 ng/uL de ADN gendmico humano se realizdé con 2.5 puL de PCR
buffer 2 (2.75 mM MgCl,), 0.5 mM de cada dNTP y 0.3 uM de cada primer (Tabla XI). Las
condiciones fueron las siguientes: 2 minutos a 94 °C, seguidos de 10 ciclos de 20 segundos a
95 °C, 30 segundos a 59 °C, 9 minutos con 30 segundos a 68 °C, seguidos de 20 ciclos mas
aumentando 10 segundos cada paso de 68 °C, y una extension final de 11 minutos a 68 °C. El
producto de la PCR se analizé mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% y el
ADN se visualizé con bromuro de etidio. Esta PCR cred un fragmento de 10 kb, el cual fue
utilizado para el diagndstico por PCR-RFLP. Todas las reamplificaciones se llevaron a cabo
para detectar los alelos CYP2D6*1xN,*2xN y *4xN. La Tabla XI resume todas las reacciones

de amplificacion que se realizaron.

Tabla XI. Primers y tamaiio de las amplificaciones para la determinacion
de las multiplicaciones y delecidn del CYP2D6.

Forward Reverse Resultados (pb)
DPKup, DPKlow, Gen 2D6: 5100
2D6dupl-F 2D6dupl-R *1,%2,*%4 xN: 3500
DPKup, DPKlow, Gen 2D6: 5100

5'2D6*5 3'2D6*5 *5: 3500

52D6dup 3'2D6dup *1,%2,*%4 xN: 10000

pb= pares de bases; N= nimero de copias

4.1.4. Deteccion del numero de copias

Para el calculo del nimero de copias de los individuos que dieron positivo para la presencia
de multiplicaciones/duplicaciones del gen CYP2D6 se utiliz6 RT-PCR basado en ensayos
TagMan de Numero de Copias (“Copy Number Assays” ref. Hs00010001 cn; Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Las condiciones de amplificacion consisten en 10 minutos
de pre-incubacion a 95 °C para activar la enzima Taq DNA polimerasa, seguido de 40 ciclos
de desnaturalizacién a 95 °C de 15 segundos y luego “annealing” y extension de 1 minuto a
60 °C. Todos los analisis se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos en las cuales se
incluyeron un control negativo (sin ADN) vy controles positivos (heterocigdticos y

homocigodticos).
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El ensayo Hs0010001_cn tiene como diana una secuencia especifica del exon 9 del gen
CYP2D6, pero no amplifica a los pseudogenes CYP2D7 y CYP2D8, ni a los alelos del gen

CYP2D6 que llevan parte de la secuencia del pseudogen CYP2D7 en el exdn 9.

4.1.5. Deteccion de los alelos CYP2D6*2,%*3,*4, *6, *10, *17, *29,*35 y *41

Para cada polimorfismo se utilizé un kit de reactivos con ensayos TagMan predesarrollados,
que contiene un par de primers de PCR y un par de sondas TagMan con fluorescencia
adquiridos a Applied Biosystems (Forster City, CA, EE.UU.) (Tabla Xll), basado en la presencia
de SNPs asociados a los alelos estudiados (-1584 C>G, 31 G>A, 100 C>T, 1023 C>T, 1707
T>del, 1846 G>A, 2549 A>del, 2988 G>A, 3183 G>A, 4180 G>C como se ha descrito

previamente (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm).

Tabla XIll. Sondas TagMan utilizadas para la determinacion de las variantes
alélicas del CYP2D6.

| Variante dbSNP ID Assay ID

* rs1080985 C_32407252_30
cYpabe™2 rs16947 C_27102425_10
CYP2D6*3 rs35742686 C_32407232_50
CYP2D6*4 rs3892097 C_27102431_DO
CYP2D6*6 rs5030655 C_32407243_20
CYP2D6*10 rs1065852 C_11484460_40
CYP2D6*17 rs28371706 C_2222771_40
CYP2D6*29 rs59421388 C_34816113_20

% rs1080985 C_32407252_30
CYp2D6735 rs769258 C_27102444_80
CYP2D6*41 rs28371725 C_34816116_20

dbSNP ID= database Single Nucleotid Polimorphism identification; Assay ID= Assay
identification

La variante alélica CYP2D6*2 se ha definido por la presencia de los SNPs -1584 C>G y 2850
C>T y la variante CYP2D6*35 por la presencia de -1584 C>G y 31 G>A. La reaccidn de
amplificacion se realizé en 20 plL con 30 ng de ADN humano molde, 1X de TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Forster City, CA, EE.UU.), 1X de cada primer y sondas, y
agua. Las condiciones iniciales fueron un paso de desnaturalizacion de 10 min a 95 °C,
seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacién a 92 °C por 15 segundos, y alineacion a 60 °C por

1 min. El proceso de deteccion alélica se llevd a cabo durante 1 min a 60 °C. Todos los
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analisis se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos en las cuales se incluyeron un control

negativo (sin ADN) y controles positivos (heterocigdticos y homocigéticos).

4.2. Analisis de los genotipos CYP2C9

4.2.1. Deteccion de los alelos CYP2C9%2, *3, *4, *5y *6

Para determinar el genotipo CYP2C9*2, *3 y *6 se utilizd discriminacién alélica basada en
fluorescencia con sondas TagMan, y los alelos CYP2C9*4 y CYP2C9*5 se determinaron por
PCR con las condiciones, primers y enzimas de restriccion descritas en LLerenay cols. (2004).
Para cada SNP CYP2C9*2, *3 y *6, se utilizd un kit de reactivos con ensayos TagMan
predisefiados, que contiene un par de primers y un par de sondas TagMan con fluorescencia
(Applied Biosystems, Forster City, CA, EE.UU.) (Tabla XIll). La reaccion de amplificacidon se
realizd en 20 uL con 30 ng de ADN humano molde, 1X de TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Forster City, CA, EE.UU.), 1X de cada primer y sondas, y agua. Las
condiciones iniciales fueron un paso de desnaturalizacién de 10 min a 95 °C, seguidos de 40
ciclos de desnaturalizacion a 92 °C de 15 s, y alineacién a 60 °C durante 1 min. El proceso de

la discriminacidn alélicas se llevd a cabo mediante un Ultimo paso de 1 min a 60 °C.

Tabla XIIl. Sondas TagMan utilizadas para la determinacién de las variantes alélicas del CYP2(C9.

| Variante dbSNP ID Assay ID |
CYP2C9*2 rs1799853 C_25625805_10
CYP2C9*3 rs1057910 C_27104892_10
CYP2C9*6 e C_32287221_20

dbSNP ID= database Single Nucleotid Polimorphism
identification; Assay ID= Assay identification

4.3. Analisis cromatograficos

En la presente Tesis se han desarrollado dos métodos cromatograficos: uno de ellos es un
método HPLC con deteccidn ultravioleta para detectar en plasma dextrometorfano y
dextrorfano (Estudio 1.1.) y el segundo es un método HPLC para la deteccién por

fluorescencia de losartdn y E-3174 en orina (Estudio 11.1.).
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4.3.1. Procedimiento de extraccion de las muestras

4.3.1.1. Estudio I.1 Desarrollo y validacion de un método HPLC para el andlisis de

dextrometorfano en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2D6.

Para el analisis de dextrometorfano y dextrorfano en plasma se utiliza plasma humano
almacenado previamente en congelacidon a -20 °C. Previo a su analisis, se realizé6 una
extraccidon liquido-liquido. Se afadiéd una alicuota de 1 mL de plasma en un tubo de
polipropileno de 10 mL junto con 20 pL de la disolucion de trabajo de levallorfan (20 pug/mL)
que fue utilizado como El y se alcalinizdé con 100 puL de hidréxido sddico al 28%. Para la
extraccion liquido-liquido se utilizé 2 mL de hexano:diisopropil éter (80:20 v/v). Los tubos se
taparon y se agitaron verticalmente durante 10 min, después se centrifugaron durante
10 min a 1000 g. La fase organica fue transferida a un tubo con 150 plL de acido clorhidrico
0.01 M. Esta mezcla fue vorteada durante 5 min, y centrifugada después durante 10 min a
1000 g. La fase acuosa fue aspirada con una bomba de vacio, quedando Unicamente la fase
orgdnica que posteriormente fue evaporada bajo una atmosfera de nitrégeno durante
30 min. Una vez que se evaporo toda la fase orgdnica se reconstituyd con 100 uL de fase

movil y se inyectaron en el equipo 20 puL de esta disolucién.

4.3.1.2. Estudio Il.1. Desarrollo y validacién de un método de HPLC para el andlisis de

losartan en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2C9.

Se realizé una extraccion liquido-liquido. Para ello una alicuota de 1 mL de orina humana se
afiadié a un tubo de polipropileno de 10 mL, a este tubo se le afiadié 200 pL de una solucién
metanol: agua (50:50, v/v) junto con 5mL de MTBE. La mezcla fue vorteada durante
30 segundos y después centrifugada a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min. La
muestra tras la centrifugacion, se sometid a congelacidn, tras la congelacidn la fase organica
se transfirid a un tubo de polipropileno nuevo. Esta se evapord bajo una atmosfera de
nitrégeno y el residuo fue reconstituido con 200 uL de fase mavil. Finalmente una solucién

de 50 ulL fue inyectada en el sistema cromatografico.
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4.3.2. Preparacion de la curva de calibracién

4.3.2.1. Estudio l.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el andlisis de

dextrometorfano en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2D6.

Se construyd una curva de calibraciéon basada en los indices de las alturas de los picos
obtenidos: altura del pico del analito/altura del pico del El para todos los ensayos por la
adicion de cantidades conocidas de dextrometorfano y dextrorfano en plasma humano libre
de farmacos. Se utilizaron concentraciones de los dos compuestos en el intervalo de
concentraciones de 20-1000 ng/mL (20, 150, 300, 500, 650, 800 y 1000 ng/mL), el ensayo se
realizo por triplicado. La cuantificacidon de los picos se realizd extrapolando la concentracidon
(ng/mL) a la relacién entre los indices de alturas de los picos obtenidos entre la altura del El:

(dextrometorfano/El y dextrorfano/El).

4.3.2.2. Estudio Il.1. Desarrollo y validacién de un método de HPLC para el andlisis de

losartan en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2C9.

Se construyd una curva de calibracidon basada en las alturas de los picos obtenidos para
todos los ensayos por la adicion de cantidades conocidas de losartdan y E-3174 en orina
humana libre de fadrmacos. Se utilizaron concentraciones de los dos compuestos en el
intervalo de concentraciones de 10-800 ng/mL (10, 50, 100, 200 y 800 ng/mL), el ensayo se
realizo por triplicado. La cuantificacidon de los picos se realizd extrapolando la concentracion

(ng/mL) a la relacidon entre los indices de alturas de los picos obtenidos: losartan/E-3174.
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4.3.3. Condiciones cromatogrdficas

4.3.3.1. Estudio l.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el andlisis de

dextrometorfano en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2D6.

La columna analitica empleada fue de fase reversa ACE 5 fenil (250 X 4.6 mm |.D.) con un
tamarfio de particula de 5 um (Columnas ACE HPLC). Se inyectaron 20 uL de la muestra en el
sistema cromatografico. La fase mévil estaba compuesta por una mezcla de dihidrégeno
fosfato de potasio 10 mM (ajustado a pH 4.0 por adicién de acido ortofosforico) y
acetonitrilo (60:40, v/v). Antes del analisis, la fase movil fue filtrada mediante un filtro de
poliamida de 0.22 um (Millipore, Bedford, EE.UU.) y desgasificada mediante ultrasonido
durante 15 min. Todos los analisis se realizaron a temperatura ambiente a una velocidad de

flujo de 1 mL/min. La longitud de onda de deteccion seleccionada fue de 221 nm.

4.3.3.2. Estudio 1l.1. Desarrollo y validacion de un método de HPLC para el andlisis de

losartan en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2C9.

La columna analitica fue de fase reversa ACE 5 fenil (250 X 4.6 mm |.D.) con un tamafio de
particula de 5 um (Columnas ACE HPLC). Se inyectaron 50 puL de la muestra en el sistema
cromatografico. La fase movil estaba compuesta por una mezcla de acetonitrilo vy
dihidréogeno fosfato disddico 20 mM (34:66, v/v) ajustado este ultimo a pH 2.3 mediante
acido ortofosforico. Esta fase movil fue diariamente filtrada antes de cada analisis a través
de un filtro de poliamida de 0.22 um (Millipore, Bedford, EE.UU.). El ensayo se realizd a
temperatura ambiente, con un flujo de trabajo mantenido a 1 mL/min. La longitud de onda

de excitacidn seleccionado fue de 250 nm y la de emision, 370 nm.

4.3.4. Validacion del método analitico

Los protocolos de validacion de los métodos analiticos cromatograficos incluyen el analisis

de diferentes parametros como la linealidad, recuperacion, exactitud, precision y
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sensibilidad. Uno de los trabajos realizados en la presente Tesis fue el desarrollo y validacion
de un nuevo método de HPLC con deteccidon ultravioleta en plasma humano de
dextrometorfano y dextrorfano; y otro método HPLC con deteccidn por fluorescencia en
orina humana de losartan y E-3174. Para ello se estudiaron los siguientes parametros

analiticos:

Linealidad: La linealidad se define como la capacidad de un método para obtener respuestas
analiticas linealmente proporcionales a la concentracion del analito. En el Estudio I.1. la
linealidad se ha determinado utilizando como sistema biolégico el plasma blanco que se le
afiadio diferentes concentraciones de los analitos en un intervalo de concentracion de 20-

1000 ng/mL. Se realizé cada anlisis por triplicado.

En el Estudio II.1. la linealidad se ha determinado utilizando como sistema bioldgico la orina
blanco que se le afiadié diferentes concentraciones de los analitos en un intervalo de

concentracién de 10-800 ng/mL. El analisis de realizo por triplicado.

Los criterios estadisticos de aceptacidon que se tuvieron en cuenta fueron el coeficiente de
correlacion lineal (r=0.99), el coeficiente de correlacién cuadratico (r’>0.98) y la prueba de

hipdtesis nula de la pendiente (b=0) con p<0.05.

Precision: La precision es la concordancia que existe entre los resultados obtenidos de los
analitos ensayados varias veces sobre una misma muestra, e incluye la repetibilidad, la

reproducibilidad y la precisién intermedia.

La repetibilidad o precision intradia, es la repeticion de una muestra con la misma
concentracion, en las mismas condiciones de trabajo y en el mismo dia. El ensayo se realizé

por triplicado en las tres concentraciones intermedias del intervalo de linealidad.

La precision intermedia o precisidn interdia es la repeticién de dos curvas de calibracidn en
dias distintos, realizadas por analistas diferentes. La reproducibilidad del método se

determiné en orina. El ensayo se realizé por triplicado.

En los calculos de los porcentajes de los coeficientes de variacion (CVs) para el estudio de
estos parametros, se utilizaron los indices de alturas de cada analito y cada una de las

concentraciones, calculdndose las medias de los porcentajes de los CVs para cada analito,
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aceptandose valores de CVs menores del 15%: CV (%)=(desviacion tipica / media de

concentraciones) x 100.

En el Estudio I.1. la repetibilidad y la precision intermedia se realizé el ensayo por triplicado

en tres concentraciones de la curva de calibracién (20, 500 y 1000 ng/mL).

En el Estudio II.1. |a repetibilidad y la precision intermedia se realizé por sextuplicado en tres

concentraciones intermedias de la curva de calibracién (50, 100 y 200 ng/mL).

Exactitud: exactitud es la capacidad que tiene un método analitico para dar resultados
proximos al valor verdadero. Para el calculo de la exactitud de cada analito se utilizaron los
indices de alturas de cada uno de ellos, calculando las concentraciones segun los parametros

de la curva de calibracién: (Concentracién practica / Concentracidn tedrica) x 100.

En el Estudio I.1. se realizd el ensayo se realizd por triplicado en tres concentraciones
crecientes para cada analito (20, 500 y 1000 ng/mL). En el Estudio Il.1. el ensayo se realiz6

por triplicado en tres concentraciones crecientes para cada analito (20, 100 y 200 ng/mL).

Recuperacion: Se entiende por recuperacion la diferencia que existe entre la cantidad de
sustancia afadida a la muestra y la cantidad de sustancia que es detectada tras el
procedimiento de extraccion, es decir, la diferencia que existe entre las concentraciones
obtenidas con una curva en medio acuoso (fase movil) y con una curva en un fluido organico
(sin farmacos). Para el célculo del porcentaje de recuperaciéon de cada analito se utilizaron
los indices de altura, aceptandose una diferencia por encima del 50%: (indice altura con

extraccién / indice altura sin extraccion) x 100.

En el Estudio I.1. el ensayo se realizo por triplicado en tres concentraciones crecientes para
cada analito (20, 500 y 1000 ng/mL), preparandose curvas de calibracién en fase moévil y en
plasma blanco. En el Estudio Il.1. el ensayo se realizd por cuadruplicado en tres
concentraciones crecientes para cada analito (20, 100 y 200 ng/mL), preparandose curvas de

calibracién en fase mavil y en orina blanco.

Sensibilidad: Para analizar la sensibilidad del método se calculd el limite de deteccién y el
limite de cuantificacién para los analitos. El limite de cuantificacion se define como la

concentracién mds baja que presenta una precisiéon aceptable para todos los analitos. Para
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su calculo se analizaron tres concentraciones por triplicado, inferiores a la concentracion
minima de la curva de calibraciéon, considerandose como aceptables aquellas
concentraciones en las que los valores de los CVs fueron menores del 15%. El limite de
deteccién se define como la senal del ruido de la linea base multiplicada por tres. Se calculd
la concentracién de esta altura de ruido, partiendo de una concentracidon conocida de cada

uno de los puntos en varias curvas de calibracién.
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5. CONSIDERACIONES ETICAS

Los estudios fueron realizados de acuerdo a las normas y objetivos de la Declaraciéon de
Helsinki, adoptada en la 182 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial (Helsinki,
Finlandia, Junio de 1964), revisada por la 292 Asamblea Médica Mundial (Tokio, Japodn,
Octubre de 1975) y por la 352 Asamblea Médica Mundial (Venecia, Italia, Octubre de 1983)
(World Medical Association).

Antes de la realizacion de las pruebas, todos los sujetos fueron informados verbalmente y
por escrito acerca de los objetivos, protocolos y caracteristicas de los estudios y dieron su

consentimiento por escrito para participar.

Los estudios previos fueron aprobados por el Comité de Bioética e Investigacién de la
Universidad Central del Ecuador y por el Comité de Etica del Hospital Universitario “Infanta
Cristina” de Extremadura y la Comision de Bioética de la Universidad de Extremadura

(Badajoz, Espaia).
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando el programa informatico GraphPad
Prism v.5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). En los estudios de la Tesis un

p-valor menor de 0.05 se tomd como estadisticamente significativo.

6.1. ESTUDIO I. Fenotipo metabdlico de detrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

Los IM dextrometorfano/dextrorfano fueron transformados a escala logaritmica, primero
analizado por una ANOVA de una via. Cuando los resultados fueron significativos, se realizé

una comparacion de medias a través de una t de Student.

El analisis de las variaciones inter-individuales en el IM fueron expresadas por un grafico de
la funcion probit y el histograma de frecuencias de distribucion del numero de sujetos frente
al log IM. La antimoda fue determinada por una regresion lineal desde el grafico de la
funcidn probit. Para hacer el test de normalidad de la distribucidn de IM se ha utilizado el

test de Shapiro-Wilk.

La correlacidn entre “activity scores” o puntuaciones de actividad y los IMs analizé usando el
coeficiente de correlacion de Spearman. Las medias de los IM para los diferentes “activity
scores” fueron comparadas usando el test no-paramétrico Kruskal-Wallis seguido del post-

test de Dunn para comparaciones multiples.

6.3. ESTUDIO Il. Fenotipo metabdlico de losartan y genotipos CYP2C9 en una poblacion de

voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.
El IM losartan/E-3174 fue transformado a una escala logaritmica y comparado con el test no-

paramétrico Kruskal-Wallis y con el test de Dunn de comparacion multiple. P-valores

menores de 0.05 fueron tomados como estadisticamente significativos.
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El IM de losartan/E-3174 fue comparado con los grupos de los diferentes genotipos de
CYP2C9 por el test de analisis de la varianza de una via. Un test post-hoc de Fisher se utilizd
para calcular las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Para evaluar la
influencia del género, habitos de consumo de tabaco, cafeina o alcohol en el IM
losartdn/E-3174 se utilizé una t-Student. El equilibrio Hardy—Weinberg se determind para
comparar las frecuencias genotipicas esperadas con las observadas a través de una tabla de
contingencia x° con la correccién de Yates. Las diferencias en las frecuencias alélicas del
CYP2(C9 se compararon usando el test exacto de Fisher. Para calcular las diferencias entre los

IM losartan/E-3174 entre diferentes poblaciones se utilizé un test t-Student.

-75 -



Resultados

IV. RESULTADOS

Pagina
1. ESTUDIO I. FENOTIPO METABOLICO DE DEXTROMETORFANO Y GENOTIPOS CYP2D6 EN UNA
POBLACION DE VOLUNTARIOS SANOS ECUATORIANOS RESPECTO DE LA ESPANOLA.................. 77
1.1. ESTUDIO I.1. Desarrollo y validacién de un método HPLC para el analisis de dextrometorfano
en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2D6.............cueeeeeceeeceiieciereneeieee s seeseesaneas 77
1.2. ESTUDIO 1.2. Estudio del metabolismo de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una
poblacién de voluntarios SaN0S de ECUAUON.........ciiiciee ettt e et rr e s e e s s sae e sean 79
2. ESTUDIO II. FENOTIPO METABOLICO DE LOSARTAN Y GENOTIPOS CYP2C9 EN UNA
POBLACION DE VOLUNTARIOS SANOS ECUATORIANOS RESPECTO DE LA ESPANOLA................. 85
2.1. ESTUDIO II.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el analisis de losartan en
orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2CO..........uoe ettt vaese e enas 85
2.2. Estudio del metabolismo de losartan y genotipos CYP2C9 en una poblacién de voluntarios
SANOS AE ECURUON ...viuieiietie sttt sttt sttt et et ses b ses b e s ses et as sassaben sassesens sasbesene st sebens st sesansserssseneatns 89

-76 -



Resultados

1. ESTUDIO I. FENOTIPO METABOLICO DE DETROMETORFANO Y GENOTIPOS
CYP2D6 EN UNA POBLACION DE VOLUNTARIOS SANOS ECUATORIANOS
RESPECTO DE LA ESPANOLA.

1.1. ESTUDIO I.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el analisis de

dextrometorfano en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2Dé6.

Para la deteccién y posterior analisis de dextrometorfano y su principal metabolito
(dextrorfano) en plasma, se desarrollé y validé un nuevo método de HPLC con deteccién por
ultravioleta, tal y como se describidé en la seccién Material y Métodos. La Figura 8 muestra
un cromatograma obtenido del anadlisis de dextrometorfano y su principal metabolito
dextrorfano en plasma blanco humano al que se le habian afadido ambos analitos

(dextrometorfano y dextrorfano) y levallorfan (El).

Figura 8. Cromatogramas de plasma humano con dextrometorfano,
levallorfan y dextrorfano. A) Cromatograma de plasma humano
blanco en el que se le ha afiadido dextrometorfano, dextrorfano y
levallorfan; B) Cromatograma de plasma humano blanco sin analitos.

A)

B)

1) dextrorfano; 2) levallorfan; 3) dextrometorfano.
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Con este método se logrdé una separacion satisfactoria de todos los analitos de estudio, tal y
como se observa en el cromatograma (Figura 8). Los tiempos de retencién para los analitos
estudiados fueron 5.7, 6.9 y 9.3 minutos para dextrorfano, levallorfan y dextrometorfano,

respectivamente (Figura 8).

1.1.1. Linealidad del método

El andlisis de la linealidad fue calculado por triplicado dentro del intervalo de
concentraciones de 20 a 1000 ng/mL (20, 150, 300, 500, 650, 800 y 1000 ng/mL), se obtuvo
una media de 0.999 y 0.994 para dextrorfano y dextrometorfano, respectivamente. Ademas,
el método se mantuvo lineal (r>>0.98) para todas las concentraciones de los dos analitos

(dextrometorfano y dextrorfano) dentro del rango de concentraciones estudiado.

1.1.2. Recuperacion, exactitud, precision y sensibilidad del método

La media del porcentaje de recuperacién de dextrometorfano y dextrorfano calculada en
tres diferentes concentraciones (20, 500 y 1000 ng/ml) fue de 99.1% y 95.7% (n=3),

respectivamente (Tabla XIV).

La media del porcentaje de exactitud para las tres concentraciones intermedias 20, 500 y

1000 ng/mL fue de 108.9% para dextrometorfano y 97.3% para dextrorfano (Tabla XIV).

Los porcentajes de los coeficientes de variacidon (%) intradia e interdia fueron menores del

10% para todos los analitos (Tabla XIV).

El limite de cuantificacion fue de 10 y 15 ng/ml para dextrometorfano y dextrorfano,

respectivamente. El limite de deteccidn fue de 5 ng/mL para ambos analitos.
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Tabla XIV. Recuperacién, repetibilidad, precision intermedia y exactitud del método para medir
dextrometorfano y dextrorfano.

. Concentraciones  Recuperacion Repetibilidad Precision .
Analito (ng/ml) (%) (%CV) intermedia (%CV) 2l

20 92.8 10.479 5.62 114.4

Dextrometorfano 500 98.7 0.697 6.43 108.7
1000 105.8 4.821 8.26 103.8

20 91.6 6.039 9.95 106.5

Dextrorfano 500 96.3 2.792 7.37 92.0
1000 99.2 3.378 6.59 93.4

%CV=porcentaje del coeficiente de variacion.

1.2. ESTUDIO 1.2. Estudio del metabolismo de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos de Ecuador.

1.2.1. Metabolismo de dextrometorfano en una poblacion de voluntarios sanos de Ecuador

El metabolismo de dextrometorfano se estudido en una poblacidon de 118 voluntarios sanos
mestizos de Ecuador en muestras de plasma recogidas a las tres horas después de la ingesta

de 30 mg de dextrometorfano.

El histograma de los IM revelé una distribucién bimodal de la actividad del citocromo
CYP2D6 en la poblacién estudiada (Figura 9). En esta poblacién el intervalo de los logig IM

estuvo entre -1.2y 1.0.
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Figura 9. Histograma de los indices Metabdlicos (IM) de
dextrometorfano/dextrorfano en muestras de plasma recogidas a las 3 horas
obtenidas de 118 voluntarios sanos. (de Dorado y cols.,, 2012b. Anexo
Publicaciones).
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EMs= metabolizadores rapidos; PMs= metabolizadores lentos

Dextrometorfano y dextrorfano fueron cuantificados usando el método desarrollado vy
descrito en el Estudio I.1 de la presente Tesis. El test de normalidad de Shapiro-Wilk para los
valores de IM indicé que se comportaron con una distribucién no normal. Considerando el
grafico de la funcién probit y basado en una inspeccién visual de las frecuencias de
distribucién el valor de corte 0.8 (logio) se usd para separar los PMs de los EMs. Aplicando
por tanto este valor como punto de corte, uno de los sujetos fue clasificado como PM, del
total de la muestra seria un 0.9% [95% de intervalo de confianza (IC) 0.01-5.11]. El resto de la

poblacién, los 117 voluntarios sanos fueron clasificados como EMs.

Si comparamos estos resultados con la poblacion espafiola que también fue fenotipada con
dextrometorfano (Henthorn y cols.,, 1989), observamos que existen diferencias. El
porcentaje de PM en la poblacidon espafiola fue mas alto que en nuestra poblacién de
estudio, 10% (n= 146) frente a un 0.9% (n=118). Ademas, si observamos solamente el grupo
de EM, la media del indice metabdlico de este grupo en la poblacidon ecuatoriana es de -
0.042 (loge dextrometorfano/dextrorfano) frente a -4.27 (loge dextrometorfano/dextrorfano)
de la poblacién espafiola (Henthorn y cols., 1989), lo que claramente muestra que la

poblacién ecuatoriana tiende a ser mas lenta que la espafiola (Figura 10).
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Figura 10. Curvas de distribucion de los Log. de los [IM
dextrometorfano/dextrorfano de la poblacion ecuatoriana y espafiola. [linea azul=
distribucion de la poblacién espafiola; linea roja= poblacion ecuatorianal.
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Loge IM dextrometorfano/dextrorfano

IM= indice Metabdlico.

Si observamos otra poblacién otra poblacidn espafniola de 925 voluntarios sanos fenotipada
con debrisoquina (LLerena y cols., 2009), que es otro fdrmaco-test para evaluar la actividad
de la enzima CYP2D6, encontramos un 4.9% de metabolizadores lentos, ademas en la
poblacién espafiola encontramos un 5.2% de UMs mientras que en la poblacion ecuatoriana

no encontramos ningun individuo.

No se encontrd ninguna diferencia entre las variables analizadas como fueron: el género,

edad, consumo de tabaco y cafeina y los IM.

1.2.2. Frecuencias genotipicas y alélicas del CYP2D6 en una poblacion de voluntarios sanos

de Ecuador

Los genotipos del CYP2D6 y sus frecuencias alélicas para esta poblacién de voluntarios sanos
se representan en las Tablas XV y XVI. Sélo uno de los sujetos fue clasificado como PM (con
cero genes activos) y no se encontraron individuos UMs (3 o mas genes activos), aunque se

observé que un 2.6% de la poblacién presentd un “activity score” de 2.5. La frecuencias de
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los alelos funcionales (*1, *2, *35) fue del 80.1%, mientras que las frecuencias de alelos con
actividad reducida (*10, *17, *29, *41), actividad nula (*3, *4, *5, *6, *4xN) y los

hipotéticamente incrementados (*1xN, *2xN) fueron del 5.1, 14 y 0.8%, respectivamente.

Tabla XV. Frecuencias genotipicas observadas y esperadas del CYP2D6 en una poblacion de voluntarios sanos
de Ecuador.

. Activity Frecuencias Frecuencias

Genotipo Score Observadas (%) I€95% N Esperadas (%) IC95%
*4/%4 0 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*4/*10 0.5 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*5/*41 0.5 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 0 0 0.0000 —-0.0379
*2/*4 1 10 8.5 0.0451-0.1506 8 6.8 0.0329-0.1300
*2/*4x2 1 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*1/*4x2 1 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*2/*5 1 2 1.7 0.0008 —0.0635 2 1.7 0.0008 - 0.0635
*1/*3 1 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*1/*4 1 12 10.2 0.0578 -0.1707 12 10.2 0.0578 - 0.1707
*1/*5 1 2 1.7 0.0008 — 0.0635 3 25 0.0054 - 0.0753
*2/*41 1.5 2 1.7 0.0008 — 0.0635 2 1.7 0.0008 - 0.0635
*2/*17 1.5 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 0 0 0.0000 - 0.0379
*1/*10 15 2 1.7 0.0008 —0.0635 2 1.7 0.0008 - 0.0635
*1/*41 1.5 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 3 2.5 0.0054 - 0.0753
*1/*29 1.5 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*2/*29 1.5 1 0.8 <0.0001 - 0.0402 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*1/*1 2 30 25.4 0.1839 -0.3401 27 22.9 0.1618 -0.3129
*1/*2 2 33 28.0 0.2063 - 0.3669 35 29.7 0.2214 -0.3846
*2/%2 2 11 9.3 0.0514 - 0.1607 12 10.2 0.0578 - 0.1707
*2/*35 2 2 1.7 0.0008 — 0.0635 1 0.8 <0.0001 - 0.0511
*2x2/*41 2.5 1 0.8 <0.0001 a 0.0402 0 0 0.0000 —-0.0379
*1x2/*41 2.5 1 0.8 <0.0001 a 0.0402 0 0 0.0000 —-0.0379
Total 118 118

n=numero de individuos
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Las frecuencias alélicas encontradas en esta poblacidon se muestran en la Tabla XVI, en

ambas poblaciones de voluntarios sanos se observa que el alelo mas frecuente es el wt.

Tabla XVI. Frecuencias alélicas de CYP2D6 de la poblacién ecuatoriana y espafiola.

Ecuador Espafa
Alelo
n Frec. 1C 95% N Frec. 1C 95%

*1 113 0.479 0.4159 - 0.5424 459 0.702 0.6657 —0.7357
*2 74 0.314 0.2577 -0.3754 Ne - -

*3 1 0.004 <0.0001 -0.0261 3 0.005 0.00009 - 0.0141
*4 25 0.106 0.0723 -0.1522 121 0.185 0.1571-0.2166
*5 5 0.021 0.0077 — 0.0500 9 0.014 0.0068 — 0.0264
*6 0 0.000 0.0000 -0.0193 20 0.031 0.0196 -0.0470
*10 3 0.013 0.0026 —0.0385 13 0.020 0.0113-0.0341
*17 1 0.004 <0.0001 -0.0261 0 0.000 0.0000 - 0.0070
*29 2 0.008 0.0003 - 0.0324 Ne - -

*35 2 0.008 0.0003 - 0.0324 Ne - -

*41 6 0.025 0.0104 - 0.0556 Ne - -

witxN 2 0.008 0.0003 —0.0324 27 0.041 0.0283 - 0.0596
*4xN 2 0.008 0.0003 —0.0324 2 0.003 <0.0001-0.0118
‘Total 236 1.000 654 1.000

n=numero de individuos; Frec.= frecuencias alélicas; Ne= no estudiado; N= niumero de copias.

Una diferencia a destacar es la ausencia del alelo CYP2D6*6 en la poblacidn ecuatoriana y la
presencia de este en un 3% aproximadamente en la poblacién espafiola. En cambio, en la
poblacién ecuatoriana nos encontramos el alelo *17 que en la poblacién espafiola estd
ausente. Ademads, las variantes que se encuentran multiplicadas en la poblacién espafiola se

encuentran en un mayor porcentaje que en la poblacién ecuatoriana.

1.2.3. Relacion fenotipo — genotipo CYP2D6

La media £ DS (n) de los valores de IM de los 118 voluntarios sanos con un “activity score” de
0,0.5,1, 1.5, 2, 2.5 fue de 10.57 (n=1), 1.63+0.35 (n=2), 1.16£0.74 (n=29), 1.00£0.47 (n=8),
1.24+0.82 (n=76) vy 1.30%#0.32 (n=2), respectivamente. El sujeto con el IM
dextrometorfano/dextrorfano mas alto (IM= 10.57; logio IM=1.02) tenia dos copias inactivas

del alelo CYP2D6*4 (Figura 11).
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Figura 11. Relacion entre los ratios metabdlicos de dextrometorfano/dextrorfano en muestras de
plasma recogidas a las 3 h y los genotipos de CYP2D6 de 118 voluntarios sanos (Dorado y cols.,

2012b. Anexo Publicaciones).
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2. ESTUDIO II. FENOTIPO METABOLICO DE LOSARTAN Y GENOTIPOS CYP2(C9
EN UNA POBLACION ECUATORIANA RESPECTO DE LA ESPANOLA.

2.1. ESTUDIO II.1. Desarrollo y validacién de un método HPLC para el andlisis de losartan

en orina para su uso en estudios farmacogenéticos.

Para la deteccién y posterior analisis de losartan y su metabolito (E-3174) en orina, se
desarrolld y validé un nuevo método de HPLC-fluorescencia, tal y como se describio en la
seccién de Material y Métodos. La Figura 12 muestra un cromatograma obtenido tras el
analisis de losartan y su principal metabolito E-3174 en orina humana con los dos analitos

afladidos Figura 12 (A) y otro de orina humana blanco sin los analitos afiadidos Figura 12 (B).

Figura 12. Cromatogramas obtenidos de orina humana con los dos
metabolitos afiadidos (A) y de orina humana blanco (B). [Pico 1:
losartan; Pico 2: E-3174].
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Con este método se logrd una separacion satisfactoria de todos los analitos en estudio y que
no se detectd ninguna interferencia, tal y como puede observarse en los dos cromatogramas
(Figura 12). Los tiempos de retencién para los analitos estudiados fueron satisfactorios para
el trabajo de rutina del laboratorio 11.7+0.3 min para losartan y de 16.7+0.4 min para

E-3174.

Para cada andlisis se realizd una curva de calibracién diferente por triplicado. Se usaron

cinco concentraciones, en el intervalo de 10 a 800 ng/ml.

2.1.1. Linealidad del método

El analisis de linealidad fue calculado para cinco concentraciones por triplicado en el rango
de concentracion de 10-800 ng/mL (10, 50, 100, 200, 800 ng/mL). Se obtuvo una media para
r? para ambos metabolitos de 0.999. Ademds, el método se mantuvo lineal dentro del rango

de concentraciones estudiado.

2.1.2. Recuperacion, exactitud, precision y sensibilidad del método

La media del porcentaje de recuperacion fue del 99.6+1.8% para losartan y 98.4+7.3% para

E-3174 en las concentraciones 50, 100 y 200 ng/ml en analisis por cuadruplicado (Tabla XVII).

La media del porcentaje de exactitud para las tres concentraciones intermedias 50, 100 y
200 ng/mL fue de 94.4 + 5.6% para losartan y 101.3 + 7.6% para E-3174. Los porcentajes de

los CV fueron 5.9% vy 7.5% para losartan y su metabolito respectivamente (Tabla XVII).

Los porcentajes de los CV intradia e interdia fueron menores del 10% para ambos analitos

(n=6) (Tabla XVII).

El limite de cuantificaciéon fue 2 y 5 ng/mL para losartan y E-3174, respectivamente y el limite

de deteccidn fue de 1 ng/mL para ambos analitos.
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Tabla XVII. Recuperacion, repetibilidad, precisién intermedia y exactitud del método para medir losartan y

E-3174.
. Concentraciones  Recuperacion Repetibilidad Precision .
e (ng/ml) (%) (%CV) intermedia (%CV) Exactitud (%)
50 102 2.61 8.14 91.9
Losartan 100 97.6 10.35 5.69 97.1
200 99.3 5.56 6.68 94.1
50 105 5.47 10.19 96.3
E-3174 100 102 4.93 11.99 103.7
200 88.2 2.69 5.70 103.9

%CV= porcentaje del Coeficiente de Variacion.

2.1.3. Aplicacion del método en un panel de voluntarios sanos

El IM losartan/E-3174 fue estudiado en un panel de voluntarios sanos formado por 13

individuos espafioles (8 mujeres y 5 hombres) previamente analizados con otro método

HPLC (Yasar y cols., 2002a). Se observd que los IM losartdan/E-3174 fueron similares a

aquellos reportados previamente (Yasar y cols., 2002a) (Figura 13). Ademds, como en el

estudio previo se encontré que existen diferencias significativas (p<0.05) en los IM

losartan/E-3174 entre los cuatro grupos de genotipos.
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Figura 13. Relacidn entre log,yIM losartan/E-3174 y genotipos del CYP2C9 en 13 voluntarios sanos analizados
con este nuevo método y otro previamente publicado (t Yasar y cols., 2002a). Los cromatogramas fueron
obtenidos del analisis de muestras de orina de individuos CYP2C9*1/*1 y CYP2C9*3/*3 (Pico 1: losartéan, Pico 2:
E-3174).
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2.2. ESTUDIO Il.2. Estudio del metabolismo de losartan, genotipos CYP2C9 en una

poblacidn de voluntarios sanos de Ecuador.

2.2.1. Metabolismo de losartdan en una poblacion de voluntarios sanos de Ecuador

El metabolismo de losartdn se estudid en una poblacidon de 194 voluntarios sanos mestizos
de Ecuador en muestras de orina recogidas tras las ocho horas después de la toma de una

dosis Unica de 25 mg de losartan (Figura 14 A).

El histograma de los IM losartan/E-3174 mostré una gran variabilidad interindividual en esta
poblacién aunque presenta una distribucion unimodal (Figura 14 A). El intervalo del log;oIM

para la poblacion estudiada se encontré entre el -1.0y 1.8 (IM losartan/E-3174:0.08-52.7).

Ningun sujeto pudo ser clasificado como PM, al igual que ha ocurrido con otras

poblaciones estudiadas con losartan y otros farmacos test (Tabla VI).
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Figura 14. (A) Histograma del log;, de los IM de losartan/E-3174 en muestras de orina recogidas a las 8 horas
obtenidas de 194 voluntarios sanos de Ecuador (la linea muestra la media del log;o de los IM de losartan/E-3174
de toda la poblacidn. La flecha continua muestra la media de los logl0 IM losartan/E-3174 en toda la
poblacidn. La flecha discontinua muestra el hipotético punto de corte del grupo PM calculado a partir de las
medias de los log;, IM losartan/E-3174 de los individuos CYP2C9*3/*3 recogidas de (Yasar y cols., 2002a;
Babaoglu y cols., 2004; Sandberg y cols., 2004). (B) Histograma de los IM diclofenaco/4’-OHdiclofenaco en una
poblacidn de voluntarios sanos espafioles (Dorado y cols., 2003c).
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Si comparamos con la poblacidn espanola (n=102) en la que se analizé el fenotipo
metabdlico con diclofenaco (Dorado y cols., 2003c), en ambas poblaciones no se pudo
diferenciar metabolizadores lentos, las dos mostraron una distribucién unimodal como

se muestra en las Figuras 14 A y 14 B. Si observamos la distribucién en ambas
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poblaciones, la poblacién ecuatoriana es mas variable que la espafiola ya que el rango de

distribucion es mayor en la primera con respecto a la segunda poblacion.

2.2.2. Frecuencias genotipicas y alélicas del CYP2C9 en una poblacion de voluntarios

sanos de Ecuador

Las frecuencias de los genotipos CYP2C9 en esta poblaciéon de voluntarios sanos se
encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg (test Chi cuadrado, p>0.05) (Tabla XVIII). Estas
frecuencias fueron 86.1%, 10.8% y 3.1% para los genotipos CYP2C9*1/*1, CYP2C9*1/*2 y
CYP2C9*1/#*3, respectivamente. Tampoco se pudo clasificar ningin sujeto como

genotipicamente lento ya que no se encontrd ningun sujeto homocigoto para CYP2C9*2,

CYP2C9*3 o heterocigoto CYP2C9*2/*3.

Tabla XVIII. Porcentaje de los genotipos observados y esperados del CYP2C9 en una
poblacién de voluntarios sanos de Ecuador (n=194).

CYP2C9 Frecuencia Observada Frecuencia Esperada
Genotipo N % 95% IC N % 95% IC
CYP2C9*1/*1 167 86.1 81.2-91.0 168 86.6 81.8-91.4
CYP2C9*1/*2 21 10.8 6.5-15.2 20 10.3 6.0-14.6
CYP2C9*1/*3 6 3.1 0.7-3.5 5 2.6 0.3-4.8
CYP2C9*2/*2 0 - - 1 0.5 0.0-1.5
CYP2C9*2/*3 0 0 0.0 0.0-0.0
CYP2C9*3/*3 0 0 0.0 0.0-0.4

N= numero de individuos; IC= Intervalo de Confianza
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Las frecuencias alélicas de los diferentes alelos estudiados fueron del 93% (95% IC= 0.905-
0.956), 5.4% (95% IC= 0.032-0.077) y del 1.5% (95% IC= 0.003-0.028) para los alelos
CYP2C9*1, *2 y *3, respectivamente. No se encontraron individuos que portasen las

variantes alélicas CYP2C9*4, *5, *6.

Las frecuencias de las variantes CYP2C9*2 y *3 observadas en poblacidn ecuatoriana fueron

menores (p<0.05) que las observadas en la poblacidn espafola (Tabla XIX).

Tabla XIX. Frecuencias alélicas de CYP2C9 de la poblacidn ecuatoriana y espafiola.

Ecuador Espafia*

Alelos N Frac. dballC N Frac. cEPa L
*1 361 0.93 0.9003 - 0.9521 152 0.745 0.5033 - 0.6208
*2 21 0.054 0.0353 -0.0817 32 0.156 0.1988 —0.3580
*3 6 0.015 0.0063 — 0.0341 20 0.098 0.1117-0.2481
*4 0 0 0.0000 —-0.0379 Ne - -
*5 0 0 0.0000 - 0.0379 Ne - -
*6 0 0 0.0000 - 0.0379 Ne - -

Total 388 204

N= nimero de individuos; Frec.= frecuencias alélicas; IC= Intervalo de Confianza; Ne= no estudiado; *(Dorado y
col., 2003c)
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2.2.3. Influencia genético ambiental en el fenotipo del CYP2C9

El IM de losartan/E-3174 (Figura 15) fue significativamente mas alto (p<0.05) entre los

individuos con genotipo CYP2C9*1/*3 que los individuos con genotipo CYP2C9*1/*1 (Tabla

XX).

Tabla XX. IM losartan/E-3174 entre los diferentes
genotipos en una poblacién de 194 voluntarios sanos.

CYP2C9 IM losartan/E-3174
Genotipo N Media DS
CYP2C9*1/*1 167 4.9 7.0
CYP2C9*1/%*2 21 7.8 12.4
CYP2C9*1/*3 6 12.4 13.8
CYP2C9*2/*2 0 -
CYP2C9*2/*3 0 -
CYP2C9*3/*3 0 -

N= nimero de sujetos; DS= desviacidn estandar

La media del IM en los individuos CYP2C9*1/*1 fue mas baja que la que presentaban los

individuos con genotipo CYP2C9*1/*2, sin embargo, esta diferencia no fue significativa

(Tabla XX).
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Figura 15. Histogramas de los IM de losartan/E-3174 en los diferentes genotipos de una poblacién de
194 voluntarios sanos. La flecha continua muestra la media de los log10 IM losartdn/E-3174 en toda la
poblacién. La flecha discontinua muestra el hipotético punto de corte del grupo PM calculado a partir
de las medias de los logy, IM losartan/E-3174 de los individuos CYP2C9*3/*3 recogidas de (Yasar y
cols., 2002a; Babaoglu y cols., 2004; Sandberg y cols., 2004). La linea continua muestra la media de los
IM en cada grupo de genotipos.
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Por otro lado, si comparamos las medias observadas en esta poblaciéon de Ecuador y en el
panel de voluntarios sanos fenotipados con losartan, podemos observar como la media del
IM de losartan/E3174 es mayor en la poblacidn ecuatoriana que en la espafiola en cada uno

de los grupos genotipicos del CYP2C9 (Tabla XXI).

Tabla XXI. Comparacidn de los genotipos CYP2C9 y el indice Metabdlico losartan/E-3174 de muestras recogidas
entre las 0-8 horas en la poblacién ecuatoriana y un panel de voluntarios sanos espafioles (Estudio I1.1).

Genotipo Espaiioles Ecuatorianos
CYP2C9

N Media DS N Media DS

CYP2C9*1/*1 7 1.18* 0.39 167 4.9 7.0

CYP2C9*1/*2 2 1.64*  0.53 21 7.9 12.4
CYP2C9*1/*3 2 1.70* 033 6 124 138
CYP2C9*2/*2 0 - - 0 - -
CYP2C9*2/*3 0 - - 0 ~ -
CYP2C9*3/*3 2 38.71 - 0 - -

N= nimero de individuos; *p<0.05 comparadas con la MediatDS de
la poblacidn ecuatoriana mediante test t-Student.

No se encontrd una asociacidn entre los habitos de consumo de tabaco, alcohol o cafeina
con la variabilidad en los IM losartan/E-3174 en esta poblacidn. Lo que si se pudo observar
fue la existencia de diferencias en la media del IM losartan/E-3174 (p<0.05) entre mujeres
(n=112) y hombres (n=82), independientemente del genotipo CYP2C9 que presentaban
(Tabla XXII).

Para evitar la influencia del factor genotipo CYP2C9, se compararon también sélo aquellos
individuos que portaban el genotipo CYP2C9*1/*1, manteniéndose esta diferencia (p<0.05)

(Tabla XXII).
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Tabla XXIl. IM losartan/E-3174 dividido por género.

IM losartan/E-3174
(Media % DS)

3.76+4.48* 6.72+9.72 3.63+4.22* 5.9248.40

N= nimero de sujetos; DS= desviacion estandar. *p<0.05 comparadas con la MediazDS que presenta el grupo de mujeres
mediante test t-Student
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1. ESTUDIO I. FENOTIPO METABOLICO DE DETROMETORFANO Y GENOTIPOS
CYP2D6 EN UNA POBLACION DE VOLUNTARIOS SANOS ECUATORIANOS
RESPECTO DE LA ESPANOLA.

1.1. ESTUDIO I.1. Desarrollo y validacion de un método HPLC para el analisis de

dextrometorfano en plasma para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2Dé6.

En este estudio se ha desarrollado un nuevo método analitico de HPLC con deteccion UV
para la cuantificacién simultanea en plasma humano de dextrometorfano y su principal
metabolito dextrorfano después de la toma de una Unica dosis de 30mg de

dextrometorfano.

Se han desarrollado diferentes métodos de HPLC en plasma para la determinacién de
dextrometorfano previos a este estudio. La mayoria de los métodos publicados en plasma
utilizan HPLC-MS/MS (Eichhold y cols., 2007; Kumar y cols., 2007; Mc Cauley-Myers y cols.,
2000), este tipo de metodologia es bastante mas compleja que el nuevo método aqui
desarrollado que utiliza HPLC con deteccién por ultravioleta, algo mas sencillo. Asimismo, el
método desarrollado por Kumar y cols. (2007), ademas de usar espectrometria de masas
tiene acoplado al equipo un detector de fluorescencia para detectar otros analitos, lo que le
afiade algo mas de complejidad. Otros métodos publicados utilizan HPLC con deteccién por
fluorescencia (Afshar y cols., 2004; Hartter y cols., 1996). Ademas de la sencillez en Ia
eleccion del tipo de detector a utilizar, esta el tipo de fase movil. Algunos métodos (Afshar y
cols., 2004; Eichhold y cols., 2007; Kumar y cols., 2007) utilizan fases moviles algo mas
complejas que en el método aqui propuesto, que utiliza una fase movil sencilla Buffer
fosfato de potasio monobdsico (KH,PO;) 10 mM (ajustado a pH 4.00 con 4cido
ortofosfdrico)-acetonitrilo (60:40 v/v), Por ejemplo, en el método desarrollado por Afshar y
cols. (2004), utilizan una elucién por gradiente con dos tipos de fase movil, fase moévil A
compuesta por buffer dihidrégeno fosfato de potasio (pH = 3, 0.01
M):metanol:tetrahidrofurano (68.5:31:0.5) y una fase moévil B compuesta por

metanol:tetrahidrofurano (93.25:6.75).
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El nuevo método desarrollado es considerablemente rdpido, en aproximadamente 10
minutos se obtienen los resultados. Al compararlo con los otros métodos anteriormente
publicados, los que utilizan como HPLC-MS/MS obtuvieron tiempos de retencion similares
(Kumar y cols., 2007) o menores (Eichhold y cols., 2007; McCauley-Myers y cols., 2000). Los
métodos desarrollados con una metodologia HPLC con deteccidn por fluorescencia (Afshar y
cols., 2004; Hartter y cols., 1996) obtuvieron tiempos de retencién algo superiores que el
nuevo método aqui desarrollado. En ambos métodos se obtuvieron resultados de mas de 20

minutos (Afshar y cols., 2004; Hartter y cols., 1996).

Los limites de cuantificacién de los métodos que utilizan HPLC-MS/MS (Eichhold vy cols.,
2007; McCauley-Myers y cols., 2000; Kumar y cols. 2007) fueron menores que en el nuevo
método desarrollado. También se consiguieron limites de cuantificacion algo menores
(5 ng/mL) en el método desarrollado por Hartter y cols. (1996). El método publicado por
Afshar y cols., consiguieron obtener limites de cuantificacion de 10 ng/mL para ambos
analitos, al igual que se consiguié obtener en el método desarrollado en la presente Tesis

para dextrometorfano, si bien este fue mayor para dextrorfano (15 ng/mL).

Sin embargo, no todos los métodos se han validado para su uso en humanos. El método
publicado por Kumar y cols. (2007) fue validado en plasma de cerdo y el método

desarrollado por McCauley-Myers y cols. (2000) se validé en plasma canino.

El método desarrollado en este estudio tiene como resultado la extraccién y deteccion clara
de los analitos: dextrometorfano, dextrorfano y levallorfan. Utiliza sélo un tipo de fase movil,
no bifdasica, ni por gradiente como ocurre con algunos de los métodos previos. Los tiempos

de retencidn de los analitos y el tiempo total de retencidon es menor de 10 minutos.
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1.2. ESTUDIO 1.2. Estudio del metabolismo de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos de Ecuador.

Este es el primer estudio realizado en una poblacidon ecuatoriana en la que se describe la
distribucién de fenotipos y genotipos de CYP2D6. La baja frecuencia (<1%) en individuos que
fenotipicamente son PMs es consistente con la ausencia de individuos PMs descrita
previamente en poblaciones amerindias, como son las poblaciones cunas (Arias y cols., 1988)

y tepehuanos (Sosa-Macias y cols., 2006).

El porcentaje de PMs (0.9%) y de UMs (0%) que se encontrd en la poblacion ecuatoriana es
menor con respecto a la espafiola (Henthorn y cols., 1989; LLerena y cols., 1993). Ademas, la
poblacién ecuatoriana presenta un metabolismo mas lento que la poblacién espafiola
(Figura 10) y como se ha visto en otras poblaciones caucasicas. La poblacién estudiada

estaria mas cercana a un comportamiento de ancestria oriental.

Si se compara el porcentaje de PMs con otras poblaciones hispanas encontramos que este
fue mas bajo que en poblaciones mestizas mexicanas, mexicanos americanos y uruguayos
(6.8-10%, 3.2-6% y 7.3%, respectivamente) (Tabla I). En poblaciones espafiolas el porcentaje
de PM también fue mayor que en esta poblacién ecuatoriana (10%), asi como para el resto
de poblaciones europeas. Este porcentaje de PM bajo (0.9%) es similar con algunas
poblaciones indigenas de América (0% en indigenas tepehuanos y 1.1% de indigenas nativos

de Canadd) y con poblaciones asiaticas de China y Japdn (0.6 y 1.0%, respectivamente).

En este estudio, se tomd como punto de corte un IM dextrometorfano/dextrorfano de 6.3
(log10IM=0.8) para separar PMs de EMs, se escogié en base a la grafica de la funciéon probit y
a la observacién visual del histograma (Figura 9). Tamminga y cols. (2001) sugiere la
fiabilidad de utilizar muestras de plasma recogidas a las 3 h de haber tomado el farmaco, y la

antimoda que diferenciaria a los PMs de los EMs calculada fue de 2.0 (Yeh y cols., 2003).

Este estudio puede tener alguna limitacién, ya que detecta sélo la fraccidn libre de los
analitos. Aunque sélo se encontrd un individuo que fenotipicamente fuese PM, este fue

confirmado por el analisis del genotipo (CYP2D6*4/*4).
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La frecuencia de los alelos nulos en esta poblacidn (*3, *4, *5, *6, *4xN) fue del 14%, esta
fue similar a los datos encontrados en otros estudios de otras poblaciones hispanas
(11-20%), pero mas altas que las halladas en mapuches de Chile (7.8%) y mexicanos
tepehuanos (1.1%). Ademads, en estas dos ultimas poblaciones, el alelo no funcional mas

frecuente fue el CYP2D6*4 (10.6%; Tabla XXII).

La frecuencia de alelos nulos en la poblacién ecuatoriana fue menor que las encontradas en
poblaciones europeas (20.6-35.5%), en todas estas poblaciones la variante alélica no
funcional mas frecuente fue la variante CYP2C9*4 (Tabla IV). En poblaciones
norteamericanas caucdsicas esta frecuencia también fue mayor que la encontrada en la
poblaciéon de estudio de esta Tesis. En cambio, en poblaciones afroamericanas esta
frecuencia fue similar (12.9-14.3%), y menor en una poblacion indigena de Canada (7.5%)

(Tabla IV).

La frecuencia de alelos nulos encontradas en la poblacién ecuatoriana estudiada fue mayor
que la encontrada en poblaciones africanas (0.7-7.9%) y en poblaciones asiaticas (4.5-7.5%)

(Tabla IV).
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Tabla XXIIl. Porcentaje de las variantes alélicas del CYP2D6 y de metabolizadores lentos en la poblacion ecuatoriana (n=118) y poblaciones hispanas previamente estudiadas.

Brasilefios-africanos 87 12 63 42 O 4.2 9.2 2.3 1.2 Kohlrausch y cols., 2009
Brasilefios-europeos 92 0 103 11 22 27 2.2 4.9 1.6 Kohlrausch y cols., 2009
Colombianos 121 1.2 194 08 O 1.6 1.2 Isazay cols., 2000
Cubanos-blancos 130 O 146 19 08 04 2.7 3.8 0.4 LLerenay cols., 2012
Cubanos-blancos 131 5.3 (dbq) LLerenay cols., 2012
Cubanos-mestizos 126 0 143 16 12 0.8 10.2 0 4.7 LLerenay cols., 2012
Cubanos-mestizos 129 3.9 (dbq) LLerenay cols., 2012
Cuna (Panama) 170 0 (spt) Arias y cols., 1989
Cuna (Panama) 89 0 (dbq) Jorge y cols., 1999
Embera (Panam3, Colombia) 153 O 14 0 11 6.9 2.2 (spt) Jorge y cols., 1999
Espafioles 925 5.2 (dbq) LLerenay cols., 1993
Espafioles 327 05 185 14 3.1 20 0 0.3 4.1 LLerenay cols., 2012
Mapuches (Chile) 84 0 36 4.2 1.8 Mufioz y cols., 1998
Mexicano-americanos 349 <1 103 23 7.4 <1 1 Mendoza y cols., 2001
Mexicano-americanos 285 3.2 (dxt) Mendoza y cols., 2001
Mexicano-americanos 50 17 2 1 2 3 6 (dxt) Casnery cols., 2005
Mexicano-americanos 264 0.2 10 17 04 28 0.2 0.8 Luo y cols., 2005
Mexicano-americanos 236 10 (dxt) Luo y cols., 2005
Mexicano-mestizos 243 14 112 2.7 12.4 1.7 12.8 Lépez y cols., 2005
Mexicano-mestizos 100 10 (dxt) Lépez y cols., 2005
Mexicano-mestizos 110 09 13.1 0 2.3 Sosa-Macias y cols., 2006
Mexicano-mestizos 88 6.8 (dxt) Sosa-Macias y cols., 2006
Ngawbe (Panamd, Colombia) 344 0 171 0 0.5 175 4.4 (spt) Jorge y cols., 1999
Nicaraglienses-mestizos 98 0 142 46 O 3.1 0 0 2.0 LLerenay cols., 2012
Nicaraglienses-mestizos 133 6.0 (dbq) LLerenay cols., 2012
Tepehuanos (México) 85 0 0.6 0 0 Sosa-Macias y cols., 2006
Tepehuanos (México) 58 0 (dxt) Sosa-Macias y cols., 2006
Uruguayos 302 7.3 (dxt) Estévezy cols., 1997
Ecuatorianos 118 04 106 21 O 1.3 04 0.8 0.8 0.9 (dxt) Dorado y cols., 2012b

N= numero de individuos; %PM= porcentaje de metabolizadores lentos; dxt= dextrometorfano; dbq= debrisoquina; spt= esparteina
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La frecuencia de duplicaciones o multiplicaciones de alelos activos de CYP2D6 en
poblaciones amerindias (0-1%) incluyendo nicaragienses fue similar a la poblacion
ecuatoriana estudiada, pero mads bajas que las reportadas para poblaciones blanca europeas

(3-5%) (Tabla XXIII).

La frecuencia de los alelos con actividad reducida encontradas en este estudio (*10, *17,
*29, *41) fue de un 5.1%, este resultado es similar a la encontrada en poblaciones
caucasicas, pero menor que aquellas que se encontraron en poblaciones amerindias y afro-
americanas (11-17.5%; Tabla XXIIl). Aunque en estas poblaciones los alelos mas frecuentes

son CYP2D6*10y CYP2D6*41 (1.3 y 2.2%, respectivamente, Tabla XXIll).

La frecuencia de alelos con actividad reducida fue menor a la encontrada en poblaciones
afroamericanas (22.1-30%), asiaticas (20.3-64.7%) vy africanas (17.6-39.6%). Pero en
poblaciones asidticas la variante alélica predominante es la variante CYP2D6*10, y en

poblaciones africanas es la variante CYP2D6*17 (Tabla IV).

A pesar de haber un 14% de alelos con ausencia de actividad, sélo el 1% de la poblacién
aproximadamente, es fenotipicamente lenta (PM), con lo que probablemente existen otros
factores que influyen en la actividad de estas enzimas y no sélo el componente genético. Lo
mismo ocurre con los metabolizadores ultrarrdpidos, a pesar de encontrar un 2.6% de la
poblacién que genotipicamente seria ultrarrapida, no encontramos ningun individuo en esta

poblacién que fenotipicamente lo sea.
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2. ESTUDIO Il. FENOTIPO METABOLICO DE LOSARTAN Y GENOTIPOS CYP2C9
EN UNA POBLACION DE VOLUNTARIOS SANOS ECUATORIANOS RESPECTO DE
LA ESPANOLA.

2.1. ESTUDIO II.1. Desarrollo y validacién de un método HPLC para el andlisis de losartan

en orina para su uso en estudios farmacogenéticos del CYP2(9.

En este estudio se ha desarrollado un nuevo método analitico para medir simultdneamente

losartany E-3174 en orina humana.

Se han desarrollado varios métodos para determinar losartan, algunos de ellos utilizan como
matriz bioldgica el plasma humano (Shah y cols., 2009; Yeung y cols., 2000) y otros que
utilizan orina (Yasar y cols., 2002a; Ritter y cols., 1997; Farthing y cols., 1997; del Rosario
Brunetto y cols., 2009; Polinko y cols., 2003; Zhang y cols., 1996). En el nuevo método
desarrollado se eligi6 como matriz biolégica orina porque es mas facil de obtener y los
voluntarios no sufren ninguna intervencién que para algunos de ellos podria ser incémodo,

ya que la obtencidn de plasma requiere una extraccion de sangre.

Los tiempos de retencién obtenidos son similares a otros métodos publicados que utilizan
una metodologia HPLC con deteccidn por fluorescencia o ultravioleta (Ritter y cols., 1997;

Furtek y Lo, 1992), aunque es menor que en un método HPLC—MS/MS (Polinko y cols., 2003).

La sensibilidad obtenida con este método es mayor si se compara con publicaciones previas
(Yasar y cols., 2002a; Farthing y cols., 1997; del Rosario Brunetto y cols., 2009; Furtek y Lo,
1992; Zhang y cols., 2006) en los que el limite de cuantificacion se encuentran entre los
10-20 ng/mL para losartdn y E-3174, mientras que se obtiene un limite de cuantificacién con

el método propuesto en esta Tesis de 2 y 5 ng/mL, respectivamente.

Se ha conseguido buenos niveles de precision (5.9% y 7.5% de CV para losartan y E-3174,
respectivamente) y exactitud (94.4+5.6% vy 101.3t7.6% para losartdn y E-3174,
respectivamente) para este método analitico. En cuanto a los valores de los porcentajes de
recuperaciéon en la extraccion liquido-liquido de losartan y su metabolito estan entre el

88.2% y el 105%, los cuales no sélo son similares a las recuperaciones obtenidas en otros
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procedimientos de extraccién liquido-liquido llevadas a cabo previamente (Polinko y cols.,
2003; Ritter y cols., 1997), sino que también se ha logrado mejorar la recuperacion que se
obtuvo utilizando una extraccién en fase sélida (lwasa y cols., 1999). Asi, el procedimiento
de extraccion liquido-liquido que se ha utilizado en el método desarrollado representa una
forma de extraccién sencilla y rdpida que consigue eliminar interferencias que se puedan
encontrar en la matriz y ademas conseguir una extraccién eficiente de los analitos a analizar.
Aparte de esto, este método emplea un equipamiento utilizado en muchos laboratorios

clinicos de rutina.

El método desarrollado en este estudio tiene como resultado la separacién clara de una
forma sencilla de los analitos: losartan y E-3174. Se obtuvo una sensibilidad menor que en
otros métodos publicados anteriormente, con niveles de recuperacion satisfactorios.
Ademas, este método se ha usado para evaluar la relacién entre el IM losartdn/E-3174 y
genotipo CYP2C9 encontrando diferencias significativas, los cuales se ajustan con los datos

publicados anteriormente (Yasar y cols., 2002a).
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2.2. ESTUDIO II.2. Estudio del metabolismo de losartan y genotipos CYP2C9 en una

poblacidn de voluntarios sanos de Ecuador.

Hasta la fecha, este es el primer estudio en una poblacién ecuatoriana en el que se ha
realizado analisis del fenotipo metabdlico y del genotipo CYP2C9 utilizando losartan como
farmaco test en orina (Yasar y cols., 2002a; Babaoglu y cols., 2004; Sandberg y cols., 2004).

Ademas, hasta la fecha, es la poblacion mas grande donde se ha evaluado el fenotipo

metabdlico del CYP2C9 utilizando losartdan como farmaco test.

La media del IM losartdn/E-3174 en esta poblacién fue mas alta (p<0.05) que en las
poblaciones previamente publicadas de origen turco (Babaoglu y cols., 2004) y suecos
(Sandberg y cols., 2004) y el panel de espanoles analizado en el Estudio II.1 (Tabla XXIV). Se
observa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001) entre los grupos
CYP2C9*1/*1 de la poblacion sueca (Sandberg y cols., 2004) y la ecuatoriana del presente
estudio. Sin embargo, estas diferencias no pueden ser relacionadas con la presencia de
metabolizadores lentos, ya que no se encontré ningln metabolizador lento fenotipicamente
o genotipicamente hablando. La influencia genotipica no esta todavia totalmente explicada
probablemente sea debido a la gran variabilidad en los sujetos que se encuentran dentro del
grupo con genotipo CYP2C9*1/*1. La explicacion de esta variablidad ain permanece sin
aclarar. Por lo tanto, estas diferencias pueden ser debidas a factores ambientales, tipos de
alimentos y/o variantes alélicas de CYP2C9 desconocidas que potencialmente podrian estar
relacionadas con la disminucidn de la actividad enzimatica, estas podrian ser las razones ya
gue esta poblacion tiene un componente de ascendencia andina que no ha sido descrita

previamente.
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Tabla XXIV. Genotipos de CYP2C9 e IM losartan/E-3174 (0-8 horas) en diferentes poblaciones en comparacion con la
poblacién de ecuador del presente estudio.

Suecos (Sandberg y Espafioles (panel . Turcos (Babaoglu y cols., .
Genotipo cols., 2004) Estudio II.1) Ecuatorianos 2004) t Ecuatorianos
CYP2C9 . . . . .

N Media  +DS N Media DS N Media DS N Mediana Rango N Mediana Rango
CYP2C9*1/*1 81 0.9 ** 1.7 7 1.2 0.4 167 4.9 7.0 58 0.7 ;)82:(;) 167 2.5 0.13-39.8
CYP2C9*1/*2 19 1.2%* 1.8 2 1.6 0.5 21 7.9 124 10 0.9 0.30-1.63 21 2.3 ;)20:;
CYP2C9*1/*3 20 2.3 2.1 2 1.7 0.3 6 12.4 138 12 2.4 0.75-6.26 6 5.2 ;'5923;
CYP2C9*2/*2 2 0.5;3.4 ¥ - 0 - - 0 - - 3 1.5 1.40-3.81 0 - -
CYP2C9*2/*3 2 2.6;3.4 i - 0 - - 0 - - 1 3.9 --. 0 - -
CYP2C9*3/*3 2  20;200 i -- 2 3871 -- 0 -- -- 1 160.7 -- 0 -- --

N= ndmero de individuos; DS= desviacidn estandar; *p < 0.05 comparado (test t de Student) con el grupo *1/*2 del presente
estudio. **p < 0.0001 comparado (test t de Student) con el grupo *1/*1 del presente estudio. tLas medianas de los grupos de
genotipo en la poblacién ecuatoriana fueron 2.1-3.5 veces mas alto que en la poblacién turca. *El valor original de cada uno de los
dos casos que se presentaron.

La Figura 16 muestra una actualizacién de las frecuencias alélicas para CYP2C9*2 y *3 en
diferentes poblaciones de voluntarios sanos. Como previamente se describidé para mexicanos
americanos y mestizos (0.08 y 0.07, respectivamente; LLerena y cols., 2004; Dorado y cols.,
2011), negros brasilefios y mestizos brasilefios (0.04 y 0.07, respectivamente; Vianna-Jorge y
cols., 2004) y bolivianos (0.05; Bravo-Villalta y cols., 2005) (Tabla VIII) la frecuencia del alelo
CYP2C9*2 fue similar a la poblacidon ecuatoriana (0.054). Sin embargo, esta frecuencia fue
mas baja (p<0.05) entre la poblacidon ecuatoriana estudiada (0.054) y la poblacién espafiola

(0.16; Dorado y cols., 2011) (Figura 16).

Ademas, la frecuencia del alelo CYP2C9*3 en nuestra poblacion estudiada (0.015) fue mas
baja (p<0.05) que en una poblacién mexicano americana (0.06; LLerena y cols., 2004),
blancas brasilefia y mestiza brasilefia (0.08 y 0.07, respectivamente; Vianna-Jorge y cols.,

2004) y espafiiola (0.08; Dorado y cols., 2011) (Figura 16).

En esta poblacién mestiza ecuatoriana, las frecuencias para estas dos variantes fueron 0.054
y 0.015 para la variante CYP2C9*2 y CYP2C9*3, respectivamente. Estas fueron similares a las
que presentaron otras poblaciones hispanas estudiadas, pero diferentes a las que
presentaron espafoles y caucdsicos brasilefios (Figura 16). Mexicanos (americanos, mestizos

y tepehuanos) y bolivianos presentaron unas frecuencias en el rango de 0.01-0.08 para
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CYP2C9*2 y 0.02-0.06 para CYP2C9*3 (Figura 16). La baja frecuencia del alelo CYP2C9*2
sugiere una relacion con la ancestria oriental, al igual que ocurre con resultados en nuestros
estudios previos de poblaciones mexicanas (LLerena y cols., 2004; Dorado y cols., 2011). Sin
embargo, la frecuencia del alelo CYP2C9*3 fue mas baja si se compara con los resultados
previamente publicados de blancos europeos y mexicanos americanos, pero similares a los
africanos americanos (Figura 16). Finalmente, los datos actuales y nuestros resultados
anteriores también nos permiten plantear la hipdtesis de que existe una carencia o una muy

baja presencia de las variantes alélicas CYP2C9 *4, *5y *6 entre los hispanos.
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Figura 16. Frecuencias alélicas para CYP2C9*2 y CYP2C9*3 en diferentes poblaciones previamente publicadas
(Sanchez-Diz y cols., 2009; Xie y cols., 2002; LLerena y cols., 2004; Dorado y cols., 2007; 2011). Las barras en
amarillo corresponden a la poblacién ecuatoriana del presente estudio y la poblacion espafiola.
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Aproximadamente encontramos que un 14% de la poblacidon ecuatoriana porta alelos
defectuosos para este gen, en cambio en la poblacion espafiola este porcentaje es mayor.
Las diferencias que observamos en estas poblaciones entre estos grupos genotipicos de
CYP2C9 son probablemente debidos a factores ambientales y/o factores genéticos que

pueden influir en la variabilidad de la actividad CYP2C9.

Los IM entre los diferentes genotipos CYP2C9 se encuentran en la linea con los resultados
previos en los que este IM losartan/E-3174 es mas bajo en los individuos con la variante
alélica CYP2C9*1 que entre individuos que portan la variante CYP2C9*3 (Yasar y cols., 20023;
Babaoglu y cols., 2004; Sandberg y cols., 2004).

Por otro lado, no se encontrd una asociacion entre el consumo de tabaco o alcohol en estas
poblaciones y el IM de losartan/E-3174; sin embargo, se han encontrado diferencias entre
hombre y mujeres. Estas diferencias no se han encontrado en otras poblaciones
previamente estudiadas (Babaoglu y cols., 2004; Sandberg y cols., 2004), aunque se ha
encontrado que mujeres que estaban tomando anticonceptivos orales presentaron un IM
losartan/E-3174 mas bajo que mujeres que no estaban tomando anticonceptivos orales
(Sandberg y cols., 2004). Por otra parte, se ha encontrado que in vitro el etinilestradiol y la
medroxyprogesterona  inhiben-dependientemente el metabolismo de farmacos
metabolizados por CYP2C9 en microsomas de higado (Laine y cols., 2003). En un estudio
reciente (Mwinyi y cols., 2011) se ha establecido la asociacidn del receptor de estrégeno a
(Era) con el promotor del CYP2C9 in vitro. En este estudio también se publico la influencia
del 17a-etinilestradiol (un ligando de Era) en la inhibicién de la expresion de CYP2C9
(Mwinyi y cols., 2011). Los analisis de PCR cuantitativas revelan que los niveles de mRNA de
CYP2C9 fueron significativamente suprimidos por 17a-etinilestradiol y 17B-etinilestradiol
(Mwinyi y cols., 2011). Este estudio demostré que Era, después de ser activado por 178-
etinilestradiol y 17a-etinilestradiol fue capaz de modular la actividad del promotor de
CYP2C9 al encontrarse un nuevo sitio de unidn de Era en la posicion -149/-145 (Mwinyi y

cols., 2011).

En el presente estudio no se recogié informacién acerca de si las mujeres estaban tomando
anticonceptivos orales, ya que esto no fue el propdsito del estudio. En futuros estudios, sin

embargo, podria ser un factor a estudiar. Ademas, en estudios futuros en poblaciones
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ecuatorianas se deberian incluir variantes alélicas que han demostrado estar relacionadas

con una actividad reducida de CYP2C9 (como CYP2C9*8).

Las diferencias de comportamiento se pueden explicar en parte a través del genotipo del
individuo o de una poblacion en global. Por ejemplo, se sabe que el CYP2C9 participa en el
metabolismo de fenitoina, y se ha demostrado que altos niveles de este fdrmaco se asocian
con dos variantes de este gen: CYP2C9*2 y CYP2C9*3 (Lopez y cols., 2011). Ademas también
se ha visto que las mayores concentraciones de fenitoina se asocian con la variante
CYP2C9*3. Por lo que para mejorar el uso de este farmaco, y de otros farmacos en los que se
ha demostrado la influencia del genotipo, seria interesante estudiar la farmacogenética de

estas variantes en individuos tratados con él.

La Farmacogenética permitird una individualizacion de los farmacos y también el desarrollo
de recomendaciones de dosis de farmacos acorde al grupo étnico y factores culturales.
Muchos estudios han demostrado que las diferencias genéticas entre individuos son altas
entre aquellos grupos de diferentes etnias o razas (Suarez-Kurtz y Pena, 2006). Por lo tanto,
individualizar el tratamiento que se le da a un paciente, el mejor enfoque seria considerar al

individuo como parte de un grupo étnico.

Sin embargo, en términos de salud publica, la farmacogenética de poblaciones podria ser
utilizada para la optimizacion de las dosis recomendadas de farmacos para cada uno de los

grupos étnicos, con el objetivo de prevenir efectos adversos o fallos terapéuticos.
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1. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de la presente Tesis indican la existencia de variabilidad interindividual en los
fenotipos metabdlicos de dextrometorfano y losartan, en los polimorfismos de los genes
CYP2D6 y CYP2(C9, y la influencia de estos en el fenotipo metabdlico en una poblacién de
voluntarios sanos mestiza de Ecuador. Se han encontrado diferencias entre la poblacién

ecuatoriana y la espafiola.

Estos resultados apoyan la variabilidad interétnica en el metabolismo de farmacos mediados
por enzimas de gran relevancia clinica (CYP2D6, CYP2C9) en las poblaciones en general y en

las hispanas en particular.

2. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

2.1. ESTUDIO |I. Fenotipo metabdlico de dextrometorfano y genotipos CYP2D6 en una

poblacidn de voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

I.1. Se desarroll6 un método analitico para la determinacién de dextrometorfano y
dextrorfano en plasma que resultd ser preciso, exacto, reproducible y adecuado para su

uso en estudios de fenotipacidon en humanos.

I.2. Existe gran variabilidad interindividual en el metabolismo de dextrometorfano en la
poblacién de voluntarios sanos mestiza de Ecuador. Existen diferencias en el fenotipo
metabdlico de dextrometorfano entre la poblacién ecuatoriana y la espanola. En Ecuador
el porcentaje de PMs es mucho menor que en Espafia (0.9%/10%). En el resto de la
poblacién (EMs), la capacidad metabdlica evaluada (CYP2D6) en la poblacion ecuatoriana
esta disminuida en comparacion con la espafola. Adicionalmente, no se han descrito UMs

en Ecuador, cuya frecuencia es elevada en la poblacién espafiola.

I.3. En la poblacion de voluntarios sanos mestiza de Ecuador la frecuencia de alelos con
actividad reducida del CYP2D6 fue mayor que en la poblacidén espafiola. La frecuencia de

las variantes nulas y multiplicaciones fue menor que en la poblacién espafiola. Existen
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diferencias interétnicas en las frecuencias alélicas del CYP2D6 en la poblacion mestiza del

Ecuador respecto de la poblacion espafiola y con respecto a otras poblaciones estudiadas.

I.4. No se ha encontrado ninguna influencia entre el género, edad, consumo de tabaco y
cafeina en el fenotipo metabdlico de dextrometorfano en una poblacién mestiza de
Ecuador. Existe una influencia del genotipo CYP2D6 en el fenotipo metabdlico de

dextrometorfano aunque no es descartable la influencia de otros factores.

2.2. ESTUDIO II. Fenotipo metabdlico de losartan y genotipos CYP2C9 en una poblacion de

voluntarios sanos ecuatorianos respecto de la espafiola.

II.1. Se desarrollé un método analitico para la determinacion de losartan y su metabolito
E-3174 en orina que demostrd ser preciso, exacto, reproducible y adecuado para su uso

en estudios de fenotipacién en humanos.

I.2. Existe una gran variabilidad interindividual en el indice metabdlico de losartan/E-3174
en una poblacion de voluntarios sanos mestizos de Ecuador. No se observaron PMs ni
UMs para el metabolismo de losartan en la poblacion ecuatoriana mestiza al igual que en
la espafiola. La capacidad metabdlica evaluada (CYP2C9) fue menor en la poblacion

mestiza ecuatoriana que en otras poblaciones.

I.3. La frecuencia de los alelos CYP2C9*2 y CYP2C9*3 fue mds baja en la poblacién mestiza
ecuatoriana que en la poblacion espafiola. Existen diferencias interétnicas en las
frecuencias alélicas del CYP2C9 en la poblacion mestiza de Ecuador respecto de la

poblacién espanola y con respecto a otras poblaciones estudiadas.

II.4. Se ha demostrado la influencia del género en el metabolismo de losartan, pero no la de
los habitos de consumo de alcohol, tabaco o cafeina en la poblacién mestiza ecuatoriana.
Existe una influencia no solo los genotipos CYP2C9, sino también de otros factores

(género) en la poblacién mestiza ecuatoriana respecto de la espafiola.
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Abstract

Patients treated with antiepileptic drugs can exhibit large inter-
individual variability in clinical efficacy or adverse effects.
This could be partially due to genetic variants in genes cod-
ing for proteins that function as drug metabolizing enzymes,
drug transporters or drug targets. The purpose of this article
is to provide an overview of the current knowledge on the
pharmacogenetics of two commonly prescribed antiepileptic
drugs with similar mechanisms of action; phenytoin (PHT)
and lamotrigine (LTG). These two drugs have been selected
in order to model the pharmacogenetics of Phase I and Phase
IT metabolism for PHT and LTG, respectively. In light of
the present evidence, patients treated with PHT could ben-
efit from CYP2C9 and CYP2CI9 genotyping/phenotyping.
For those under treatment with LTG, UGT1A4 and UGT2B7
genotyping might be of clinical use and could contribute to
the interindividual variability in LTG concentration to dose
ratio in epileptic patients.
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Pharmacotherapy of epilepsy
Epilepsy: definition and epidemiology

Epilepsy is a multifactorial disorder characterized by recur-
rent unprovoked seizures, which is the clinical manifesta-
tion of uncontrolled electrical activity by a group of neurons.
Clinically, epilepsy is defined by the occurrence of two or
more unprovoked seizures (1). The epilepsies affect approx-
imately 50 million people worldwide, with an annual inci-
dence of 50-70 cases per 100,000 in industrialized countries
and this could be even much higher in developing countries
(2). Thus, it approximately affects 1%—2% of the whole pop-
ulation, becoming the most prevalent chronic neurological
affection (3, 4) and a problem of public health relevance in
the world (5).

Pharmacological treatment

The goal of treatment with antiepileptic drugs (AEDs) is to
attain seizure freedom without side effects and return patients
to normal healthy lifestyles (6). Currently there are more than
17 drugs approved for the treatment of epilepsies. Among these,
phenytoin (PHT) and lamotrigine (LTG) are two of the AEDs
first line therapies. AED treatments are of relevance because
they are shown to control seizures in up to 70% of patients in
new onset epilepsy studies (7). Although major advances have
been achieved in the pharmacotherapy of epilepsy, this is refrac-
tory to medical treatment in approximately 20%—30% of the
patients (8). Four main limitations inherent to AEDs have been
highlighted (9), in particular when using AEDs for long-term
treatments. These include (a) AEDs are ‘symptomatic’ (antisei-
zure and not antiepileptogenic) agents; (b) AEDs have a sub-
optimal tolerability profile and can be teratogenic; (c) although
second-generation AEDs have better pharmacokinetic profiles
and are “better tolerated”, they may not be overall more effi-
cacious than the older drugs; (d) the choice of AEDs is made
difficult by several factors that might differ across patients.
Interindividual variability in AEDs treatment response
largely depends on multiple factors such as seizure type or epi-
lepsy syndrome, optimal dosing, administration, concomitant
diseases and treatments, lifestyle, physiology, metabolism and
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age (10). This variability in clinical response limits AEDs clini-
cal utility. However, the unpredictability of AEDs efficacy, the
optimal doses and the induced adverse reactions could, at least
in part, result from genetic variation (11). In fact, it has been
estimated that genetic factors account for 20%—-95% of patient
variability in response to individual drugs (12). This genetic
difference has a potential effect on the clinical efficacy of AEDs
and can also affect the tolerability and safety of the drugs.

Additionally, pharmacokinetic variability appears to be
prevalent for some of the newer AEDs; including LTG, as in
many of the older AEDs. In keeping with this, a major focus
of clinical research and dosage individualization to optimize
drug treatment of epilepsy has been developed; measuring
drug concentrations via therapeutic drug monitoring (TDM)
(13, 14). Drug dosage must be adjusted to every patient not
only to improve clinical response but to avoid adverse events.
Thus, TDM and pharmacogenetics are two tools to be used
for such dosage individualization in order to prevent AEDs
lack of clinical efficacy or induced side effects.

AEDs have also been used beyond the treatment of sei-
zure disorders since the 1960s. As new antiepileptic drugs
appeared, there has been interest in how they compare with
older therapies (PHT, carbamazepine, and valproate) and with
regard to various disorders (i.e., bipolar disorder, fibromyal-
gia, migraine prophylaxis, and chronic pain), where conven-
tional pharmacotherapy has typically been suboptimal and
limited by drug-related toxicity (15). Among new AEDs, LTG
has a wide therapeutic range. Since its approval by the FDA,
LTG has gained monotherapy indications for partial seizures
as well as for treatment of bipolar disorders (16).

The pharmacogenetics of the phenytoin and
lamotrigine

The classic AED, PHT is related to the barbiturates in chemi-
cal structure but has a five-member ring. It was first introduced

HydroxyPHT-

Catechol O-glucuronide

in 1938 and it is a major anticonvulsant drug that is used in
a wide variety of seizures. It is also an anti-arrhythmic and a
muscle relaxant. The mechanism of therapeutic action is not
clear, although several cellular actions have been described,
including effects on ion channels, active transport and general
membrane stabilization. The mechanism of its muscle relax-
ant effect appears to involve a reduction in the sensitivity of
muscle spindles to stretch.

The AED phenyltriazine class LTG was first introduced
in 1986. LTG acts at voltage sensitive sodium channels (17)
and inhibits release of excitatory neurotransmitters such as
glutamate (18). LTG has been shown to be effective as mono-
therapy in newly diagnosed adolescents and adults with either
partial or mixed seizure disorders and it is also effective for
newly diagnosed absence seizures in children (19). After oral
administration, LTG shows good absorption, a linear rela-
tion between dose and plasma concentration, and an elimina-
tion half-life of 25-30 h when administered as monotherapy
(20). LTG elimination is mediated by hepatic glucuronidation
catalyzed by UDP-glucuronosyltransferases (UGT)1A4 (21),
UGT?2B7 (22) and possibly UGT1A1 (23-25).

This review will focus on the aromatic antiepileptic drugs
PHT and LTG as examples of an old and a new antiepileptic
drug, in order to model pharmacogenetics Phase I and Phase
II metabolism, respectively. PHT is metabolized primarily
through hydroxylation by Phase I enzymes CYP2C9 and
CY2C19, whereas glucuronidation by UGTs is the main path-
way of LTG detoxification. Therefore pharmacogenetics of
these two drugs as a model for Phase I and Phase II metabo-
lism will be reviewed (Figure 1).

Moreover preventing and managing adverse effects is
a major challenge in optimizing AED therapy. Factors that
might affect the risk of adverse effects include: dosing fre-
quency and rate of dose escalation, length of early tolerance
development, and magnitude of peak serum concentrations
(26). Therefore, dosage individualization in order to achieve

NH,

LTG-N2-glucuronide

_/

Figure 1 Main genes involved in the distribution and metabolism of phenytoin (PTH) and lamotrigina (LTG) in a human cell.
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adequate plasma concentration might help to decrease clini-
cally relevant drug side effects.

CYP2C9 and CYP2C19 genetic polymorphism
and PHT metabolism

CYP2C9 and CYP2C19 genetic polymorphism

Genetic polymorphisms in cytochrome P450 (CYP) enzymes
mainly affect the pharmacokinetics of drugs that are sub-
strates for those enzymes. Genetically caused variability
in drug metabolism is reflected in differences in clearance,
half-life and maximal plasma concentrations (27, 28).

Cytochrome P450 genes (CYP) encode Phase I drug
metabolizing hemoproteins that catalyze the oxidative metab-
olism of many endogenous substances and exogenous com-
pounds, in addition to clinically used drugs. The CYP2C9
and CYP2CI19 genes are members of the CYP2C gene clus-
ter located on chromosome 10q24.1-q24.3, which include
CYP2CS8, -2C9, -2C18 and —-2C19. At the present time, 34
and 28 sequence variants have been reported for CYP2C9
and CYP2C19, respectively (29).

The gene encoding CYP2C9 is highly polymorphic; it
is expressed with more than 20 variant alleles. It has been
reported that the major allelic variants, CYP2C9*] (wild-
type), *2 and *3 might cause interindividual and interethnic
variability in the disposition of its substrates. The frequencies
of these genetic variations in CYP2C9 have been described
for Caucasian and Asian populations showing interethnic
variability (30) (Table 1).

In a Spanish population, the frequencies of CYP2C9*1, *2,
and *3 alleles were 0.74 (95% CI: 0.68-0.80), 0.16 (95% CI:
0.11-0.21) and 0.10 (95% CI: 0.06-0.15), respectively (31);
however, a lower frequency of CYP2C9*2 was found among
Mexican-Americans (32). The authors hypothesized that the
frequency of CYP2C9*2 might be related to Amerindian
ancestry. Later, they showed that among Mexican Tepehuanos
the frequency of CYP2C9%2 was lower than those of Mexican
Mestizos and Spaniards, which was in agreement with such
interethnic association (33). This could be of relevance for
adjusting doses of CYP2C9 substrates according to ethnical
background.

There are also interethnic differences in the frequency of
CYP2C19 alleles. The genetic polymorphism of CYP2CI9

was widely observed in Asian populations and the three
polymorphic alleles CYP2C19*1 (wild-type), CYP2C19%2
and CYP2CI19*3 were identified among Chinese (30) and
Japanese (34, 35) (Table 1).

Pharmacogenetics of PHT and its clinical implications

PHT is a narrow therapeutic index drug with non-linear
pharmacokinetics that could be related to the implication of
CYPs polymorphic enzymes in its metabolism. PHTs primary
metabolic pathway is hydroxylation by CYP2C9 to 5-(4-
hydroxyphenyl)-5-phenylhydantoin (p-HPPH). Approximately
95% of the p-HPPH produced by CYP2C9 has the (S) configu-
ration. CYP2C19 is responsible for most of the (R)-p-HPPH
formed (36) but this isoform usually plays a minor role in PHT
hydroxylation unless the CYP2C9 pathway becomes saturated
at higher doses of the drug (14, 37, 38).

The CYP2C9*2, CYP2C9*3 and CYP2C19%*2 alleles affect
the PHT plasma concentration and toxicity (14, 39). Several
case studies reported that PHT induced central nervous sys-
tem toxicities were observed when the patients were carri-
ers of defective CYP2C9 and/or CYP2C19 allele(s) (14, 40,
41). Concerning the development of cutaneous adverse drug
reactions (from exanthema to Stevens-Johnson’s syndrome)
or gingival hyperplasia during PHT therapy, it is not yet clear
whether there is an association with CYP2C9/2C19 polymor-
phisms (14, 42, 43).

A study in a Turkish population has shown significantly
increased PHT levels and reduced p-HPPH/PHT ratios in
individuals with CYP2C9*1/*2, *2/*%2 and *1/*3 compared to
*1/*1 genotypes (44). The maximal elimination rate (V__ of
PHT is 33% lower in patients heterozygous for CYPC9*1/*3
than in patients homozygous for CYP2C9*1/*I and is slightly
decreased in patients with the CYP2C19*2 or CYP2C19%*3
allele compared with those homozygous for CYP2C9*1/*1
(45). Tate and collaborators found that the CYP2C9*3 allele
showed significant association with a maximum dose of PHT
(46). Taguchi and collaborators evaluated the usefulness of
genotyping the CYP2C subfamily in predicting plasma levels
and determining the dosage regimens of PHT. Their results
showed correlation between the plasma PHT concentrations
predicted by genotypes of the CYP2C subfamily and the
observed concentrations in some patients. They concluded
that the large variability in the clearance of PHT is not com-
pletely resolved and that it is important not to overestimate

Table 1 Comparison of the main CYP2C9 and CYP2C19 alleles in two populations.

SNP Amino acid change Allele* ID dbSNP Asian, (%)* Caucasian, (%)
(n=560) (n=210)

wt wt CYP2C9*1 0.97 0.74°

430C>T R144C CYP2C9*2 rs1799853 0.00 0.16°

1075A>C 1359L CYP2C9*3 rs1057910 0.03 0.10°

wt wt CYP2C19%1 0.72 0.87°

681G>A P227pP¢ CYP2C19%2 rs4244285 0.24 0.13¢

636G>A W212X CYP2C19%3 rs4986893 0.04 0.0¢

“Mongolian population (30), *Spaniards (n=102) (31), ‘European American in Yang et al. (30), %aberrant splice site.
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the usefulness of genotyping the CYP2C subfamily in deter-
mining the dosage of the drug (34).

In light of the present knowledge, it is clear that genotyp-
ing of CYP2C9 and CYP2C19 could help to identify subjects
more prone to show interindividual variability on PHT phar-
macokinetics. Therefore, CYP2C9 and CYP2CI9 genotyp-
ing could help to decrease side effects by stratifying drug
dosage.

Recently, another allelic variant called CYP2C9*]7has been
reported. This promoter variant is part of the CYP2CI19*17
haplotype, which causes increased activity and increased
transcription of CYP2C19. Patients carrying this allele might
exhibit a lack of response to commonly prescribed dosages
of certain proton pump inhibitors and antidepressants due to
ultrarapid clearance of these drugs (47—49). It is under con-
sideration for clinical biomarker tests; however, it has not
been reported that this allele has any effect in phenytoin or
lamotrigine clinical response. Because phenytoin is metabo-
lized via CYP2CI19 and CYP2C9, we propose that further
studies would be useful to evaluate this allele in terms of PHT
response.

UGT and its implication for lamotrigine
metabolism

UGT genetic polymorphisms

The UGT enzymes are responsible for the conjugation of
glucuronic acid to various endogenous substances and exog-
enous compounds in a process known as glucuronidation.
They are Phase II enzymes that are part of an evolutionary
conserved detoxification system, also known as chemical
defensome (50). UGTs are localized in the endoplasmic retic-
ulum and use UDP glucuronic acid as a co-substrate for the
formation of B-D-glucuronides (51).

UGT-mediated glucuronidation is the most important path-
way for the human body’s elimination of approximately 35%
of all drugs metabolized by Phase Il enzymes (52-54). It is
also the major pathway for foreign chemical (dietary, envi-
ronmental, pharmaceutical) removal for most drugs, dietary
substances, toxins and endogenous substances (55, 56).
Usually glucuronidation results in an inactive hydrophilic
compound that inactivates and that can be readily excreted
from the body via the urine or the bile (57); although there
are some exceptions, such as morphine (58) and retinoic

acids (59) that are converted to pharmacologically active
glucuronides.

UGTSs are membrane bound enzymes localized in the endo-
plasmic reticulum of liver and extrahepatic tissues. Expression
of these enzymes occurs in a tissue-specific manner, with
many of the proteins expressed in the liver. However, some
enzymes are exclusively expressed in specific extrahepatic
tissues, such as the gastrointestinal tract, kidneys, and brain
(55, 56, 60).

Genetic variations in specific UGT genes have been rec-
ognized and can be anticipated for all members of the UGT
superfamily. The human UGT superfamily comprises two
families (UGT1 and UGT2) based upon sequence related-
ness and evolutionary divergence (61, 62). The UGT1 fam-
ily of proteins is highly conserved in function and has been
found in several vertebrates (63—66). The UGTIA4 locus,
located on chromosome 2q37.1, spans approximately 200 kb
(67) and encodes at least nine functional UGT1A proteins
(UGT1A1 and UGT1A3-10) and three non-functional exon
1 sequences (UGTIA2, UGTIAII, and UGTIA12) (68). Four
exons are located at the 3’ end of the UGTIA locus, which
are combined with one of a consecutively numbered array
of first exon cassettes toward the 5" end of the gene locus to
form individual UGT gene products. Therefore, the amino
terminal 280 amino acids of UGT1A proteins consists of
unique exon 1 encoded sequence and the carboxyl terminal
245 amino acids encoded by exons 2-5 are identical (69, 70).
The frequency of genetic variations in UGTIA4 has been
described for Caucasian, Korean and Japanese populations
(71-76) (Table 2).

The UGTIA4 gene is highly polymorphic and according
to the UGT alleles nomenclature official page contains 109
SNPs (77). Among them, P24T (70C>A) and L48V (142T>G)
exhibit a differential metabolic activity toward mutagenic
amines and endogenous steroids, altering hepatic metabolism
and detoxification (71, 72). Functional consequences of these
SNPs in vitro were an enzyme activity being substrate depen-
dent for P24T and a low activity of the enzyme carrying the
L48V substitution (71, 72, 78).

Pharmacogenetics of UGT and LTG: clinical
implications

UGT1A4 exhibits catalytic activities mostly for primary
and secondary amines that are present in various therapeu-
tic drugs. Among these are a number of psychiatric drugs

Table 2 Comparison of the main UGT1A4 alleles in three different populations.

SNP Amino acid Allele? Asian, %" Caucasian, %° Caucasian, %*
change (n=256) (n=100) (n=254)
70C>A P24T 1A4%2 0.04 6.0 49
1.0 15.0 20.9
142T>G L48V 1A4%*3b 12.9 8.0 8.3
471T>C C157C 1A4*1b 1.0 15.0 20.9

A77), °(73), %(72), 453).
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including imipramine, amitriptyline, trifluperazine and LTG
(56, 69).

Activity assays of UGT1A4 P24T and L48V showed
reduced glucuronidation activities: B-naphthylamine 30%
and 50%, and dihydrotestosterone 50% and 0%, respec-
tively (72). A study in Koreans investigating the possible
association of UGT1A4 polymorphisms with LTG induced
rash found that the L48V ¢.142T>G polymorphism in the
UGTIA4 gene was not an important factor underlying LTG
induced rash development, especially in the absence of P24T
polymorphism (75).

It is important to mention that despite the fact that LTG is
mainly metabolized by UGT1A4, there are other UGTs such
as UGT1Al and UGT2B7 contributing to LTG glucuroni-
dation (22, 23). The minor contribution of UGT1Al in
LTG glucuronidation has been poorly investigated. One
of the common genetic polymorphisms in UGTIA genes is
a TA insertion in the UGTIAI TATA-box; 41 nucleotides
upstream of the translation start site, leading to the variant
(TA)7 allele (UGTIAI%*28) instead of the (TA)6 reference
allele (UGTIA1*1). This UGTIAI promoter region dinucle-
otide repeat polymorphism results in down-regulated lev-
els by altering transcription initiation and also results in an
approximately 70% reduction in glucuronidation of bilirubin
and other UGT1A1 substrates (79). A number of studies have
shown that UGTIA1%28 is relatively frequent in many popu-
lations, with an allele frequency of 32%—-39% in Caucasians,
40%-43% in Africans and 16%—18% in Asians (14, 22, 24,
25, 80, 81).

There are few studies analyzing UGT2B7 gene polymor-
phisms in epileptic subjects. Several polymorphisms have
been identified within the UGT2B7 gene. The UGT2B7 pro-
tein is also found in the brain, kidney, pancreas, mammary
gland, lung and gastrointestinal tract, and several additional
tissues (80). The A to T transversion at nucleotide 802 leads
to a change in amino acid sequence, H268T. This allele is
designated as UGT2B7%*2 and their frequency is 48.9% and
26.8% in Caucasians and Asians, respectively (82). Allelic
variants have also been identified in the UGT2B7 promoter
that exhibit some dependence on ethnicity haplotype distri-
bution and appear to depend more on linkage to structural
variants (82, 83). A haplotype defined by six promoter vari-
ants, involving -901G>A and —161T>C, was observed at a
frequency between 44% and 55% in Caucasians and approxi-
mately 25% in Asians (73).

Although these genetic polymorphisms could alter the
efficacy and adverse effects of AEDs, in most cases the
functional significance of these SNPs is unclear. This could
be due to a number of reasons: isozyme substrate specific-
ity remains poorly defined, isoforms might exhibit overlap-
ping substrate specificity or the domains of UGT proteins
responsible for substrate binding are not identified (14, 24,
84). Moreover the UGT isozymes involved in the metabo-
lism of each anticonvulsant are not yet well defined and
some anticonvulsants can be metabolized by more than one
isozyme (25).

Recently, Sanchez and collaborators analyzed the poly-
morphisms UGT2B7 161C>T and UGT2B7 372A>G and

their contribution to the interindividual variability in LTG
concentration to dose ratio (LTG-CDR) in epileptic patients.
A significant association was found between LTG-CDR and
UGT2B7 —-161C>T polymorphism, when patient age and
concomitant AEDs were taken into account in a multivariate
analysis (24).

Conclusions and perspectives

In spite of all the studies on the pharmacogenetics of AEDs,
the application of pharmacogenetic knowledge to clinical
routine is limited in current practice.

To promote the application of pharmacogenetic knowledge
in clinical routine, research on genotype based dose adjust-
ments is still necessary, as is the promotion of faster and
cheaper genotype analyses. Furthermore, the benefits of per-
forming DNA genotyping to predict drug response and side
effects should be evaluated in properly designed prospective
pharmacogenetics trials.

For the use of PHT, the relevance of CYP2C9 and
CYP2CI9 must be also specifically considered, as well as
for the use of LTG the relevance of UGTIA4 and UGT2B7
genetic polymorphisms.

In the near future, genetic factors should be considered
when an antiepileptic drug is prescribed. Thus, personalized
medicine could be of use for the treatment of epilepsy and
help in achieving the dream of selecting the right drugs for the
right patient at the right dosage. Although present information
is not enough to fully personalize the treatment of epilepsy,
there is sufficient available evidence to identify genetic risk
factors related to lack of response or side effects. Therefore
“stratified” medicine can be applied for improving the phar-
macological treatment of epilepsy.
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Abstract

Purpose Cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) genotypes and
the dextromethorphan/dextrorphan (DXM/DXT) metabolic
ratio (MR), which is a marker of CYP2D6 activity, were
studied in 118 unrelated healthy Ecuadorians.

Methods Genotyping of CYP2D6 was performed by amplifi-
cation of entire CYP2D6 gene by XL-PCR for CYP2D6*5 and
multiplication alleles and by real time-PCR for CYP2D6*2, *3,
*4,%6,*10, %17, %29, *35, *41, and copy number. The plasma
levels of DXM and its metabolite DXT were determined on a
high-performance liquid chromatography—UV system.

Results The proportions of non-functional alleles were 0.4,
10.6, 0.8, 2.1, and 0% for CYP2D6*3, *4, *4x N, *5, and
*6, respectively. Genotypically, only one of the subjects
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(0.9%) was homozygous for two inactive alleles and
phenotypically classified as a poor metabolizer (PM). The
MRs (mean =+ standard deviation) corresponding to “activity
scores” of 0, 0.5, 1, 1.5, 2, and 2.5 were 10.57 (n=1), 1.63+
0.35 (n=2), 1.16+0.74 (n=29), 1.00+0.47 (n=8), 1.24+0.82
(n=76), and 1.30£0.32 (n=2), respectively.

Conclusions Our data suggest that only 1% of subjects of this
Ecuadorian population were PMs and that none were
phenotypically ultrarapid metabolizers, which is in agreement
with previous findings in other Amerindian populations.

Keywords CYP2D6 - Dextromethorphan - Ecuador -
Pharmacogenetics

Introduction

As one of the cytochrome P450 (CYP) system of enzymes,
CYP2D6 is involved in the metabolism of many widely
used drugs [1]. The CYP2D6 gene, located on chromosome
22q13.1, is highly polymorphic, with alleles causing absent
(poor metabolizers or PMs), reduced, normal (extensive
metabolizers or EMs), and increased (ultrarapid metabo-
lizers or UMs) catalytic activity [2]. Inter-ethnic differences
in such cytochrome P450 polymorphism might be partially
responsible for the variations in drug disposition between
populations [3]. Alleles encoding no, reduced, normal, and
increased catalytic activity, respectively, lead to a wide
range of individual CYP2D6 activity within a population.
Although CYP2D6 genotyping is widely used to evaluate
CYP2D6 enzyme activity, the CYP2D6 metabolic capacity
can only be determined by assessing the results of a
phenotyping test involving a specific drug, such as dextro-
methorphan (DXM), debrisoquine, metoprolol, tramadol, or
sparteine [3]. Most studies have preferred DXM due to its
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availability and wide safety margin. The standard approach
for phenotyping human CYP2D6 is to determine the
DXM/dextrorphan (DXT) metabolic ratio (MR) in a 4-
to 8-h urine sample [4]. Although urine sampling is less
invasive, a 3-h plasma sample may represent a good
alternative in term of speed and accuracy [4, 5] for determining
the MR, especially if combined with genotyping.

The population of Ecuador comprises mostly a mixture
of ancient Amerindians and Spaniards. Economic factors
have led Ecuadorians to leave Ecuador for other countries,
and they currently form a large part of the Latino
population in the USA and Europe, particularly in Spain.
There are few studies addressing the relationship between
CYP2D6 genotypes and hydroxylation phenotypes in
Hispanic and Latino-American populations in general
[6, 7]. Indeed, the relationship between phenotype and
genotype has never been studied in a mestizo population
of Ecuador.

Therefore, the aim of our study was to analyze the
frequency of CYP2D6 alleles and the DXM hydroxylation
phenotype in a group of healthy Ecuadorian volunteers.

Materials and methods
Subjects

The study population comprised 118 unrelated healthy
individuals (58% women; mean age 25+8.5 years), most of
whom were students at the Central University of Ecuador.
Their home residence was situated in different regions of
Ecuador, with 59% (n=70) residing in Quito (2,800 m a.s.L.),
19% (n=22) in Cuenca (970 km south of Quito), and 5%
(n=6) in Tulcan (430 km north of Quito), all located in the
Andean region, and the remaining 17% (n=20) residing in
Guayaquil (22 m a.s.l.) on the Pacific coast. In terms of
ethnicity, all subjects were defined as mestizo (a mix of
Spanish and Andean populations)

The study was performed in accordance with the
principles outlined in the Declaration of Helsinki for human
experimental research. All participants gave written informed
consent, and approval was obtained from the Bioethics
Committee of the Central University of Ecuador.

Phenotyping

To evaluate individual CYP2D6 hydroxylation capacity,
each participant, after having fasted for at least 8 h,
was given a single oral dose of 30 mg of DXM
(Laboratorios HG, Guayaquil, Ecuador). A blood sample
was taken for analysis 3 h after the dose had been
administered. Plasma was separated from the red blood
cells prior to storage at —20°C, and the frozen samples
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were transported from Quito (Ecuador) to Badajoz (Spain)
for analysis.

Plasma concentrations of DXM and DXT were
determined by means of a high-performance liquid
chromatography (HPLC) analytical procedure with UV
detection. The liquid chromatography system consisted
of a Beckman Coulter Model System Gold 118 Solvent
Module pump, a Beckman 166 programmable detector
module, and a Rheodyne Model 7725i injector (Beckman
Instruments, Fullerton, CA), loop volume 20 l, coupled to a
PC with Beckman 32 Karat software ver. (Beckman
Instruments). The analytical column (250x4.6 mm, internal
diameter 5 um) was packed with ACE 5 phenyl (Advanced
Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland).

The mobile phase was a mixture of 10 mM potassium
dihydrogen phosphate (adjusted to pH 4 with orthophos-
phoric acid) and acetonitrile (60:40 v/v). Prior to assay, the
mobile phase was filtered through a 0.22-mm polyamide
filter (Millipore, Bedford, MA) and degassed ultrasonically
for 15 min. The flow rate was set to 1 ml/min and the
detection wavelength to 221 nm. HPLC-grade acetonitrile,
methanol, hexane, potassium dihydrogen phosphate
(KH,PO,), diisopropyl ether, and orthophosphoric acid
were from Merck (Darmstadt, Germany). Water was
purified using a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA).
Analytical reagent grade hydrochloric acid and sodium
hydroxide were from Panreac (Barcelona, Spain).

Sample preparation was carried out by liquid—Iliquid
extraction. A 1-ml aliquot of human plasma was pipetted
into a 10-ml polypropylene tube and alkalinized with
100 pl of 28% aqueous sodium hydroxide. The plasma
was extracted with 2 ml of hexane:diisopropyl ether
(80:20, v/v) after the addition of 20 ul of the internal
standard working solution (levallorphan 20 pg/ml; IS). The
tubes were capped, shaken vertically for 10 min., and then
centrifuged for 10 min. at 1,000 g. The organic layer was
transferred to another tube for back-extraction with 150 ul
of 0.01 M hydrochloric acid, vortex-mixed for 5 min,
and centrifuged for 10 min at 1,000 g. The upper organic
layer was aspirated off, and the remaining organic phase
was evaporated under nitrogen flow for 30 min. A 20-ul
aliquot of the acidic solution was injected into the HPLC
system for assay.

The validation results were as follows. Linearity was
evaluated in the range 20-1,000 ng/ml for both analytes
(DXM and DXT). Calibration curves were determined
in triplicate, using seven concentrations between 20 and
1,000 ng/ml, and found to be linear for all concen-
trations of the two compounds within this concentration
range (+*>0.98).

The recovery was calculated by comparing the peak
heights after the injection of DXM and DXT dissolved in
the mobile phase, with the peak heights obtained after
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extraction of the same amount of the compounds from plasma.
Sample extraction and subsequent HPLC analysis were
carried out as described above. The mean recoveries for
DXM and DXT calculated at three different concentrations
(20, 500 and 1,000 ng/ml) were 99.1 and 95.7%, respectively.

The intra-assay and inter-day precision and accuracy
were evaluated by analyzing blank plasma samples spiked
with different amounts of DXM and DXT and subsequently
calculating their concentrations with a standard curve
analyzed on the same day. The inter-day assay variance
was determined on 1-ml aliquots of spiked plasma samples
containing DXM and DXT on different days. The inter-day
and intra-day coefficients of variation were <10%.

The quantification limits were 10 and 15 ng/ml for DXM
and DXT, respectively, and the detection limit was 5 ng/ml
for both analytes.

Genotyping
For the genotyping, 5-ml aliquots of blood were collected

in EDTA tubes, and DNA was extracted using the QIlAamp
DNA blood kit (QIAGEN, Hilden, Germany).

To detect the presence of allelic variants harboring a
CYP2D6*5 gene deletion or gene duplication, long range
(XL)-PCR was performed as described in detail elsewhere
[8]. Subjects positive for a duplication were further charac-
terized for gene copy number. Genotype analysis for the
CYP2D6*2, *3, *4,%6, *10, *17, *29, *35, and *41 allelic
variants was carried out on genomic DNA using the
commercially available TagMan assay. The CYP2D6 geno-
type was determined based on the presence of “key” single
nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with the alleles
of interest (—1,584 C>G, 31 G>A, 100 C>T, 1,023 C>T,
1,707 T>del, 1,846 G>A, 2549A>del, 2,988 G>A, 3,183 G>A,
and 4,180 G>C) as previously described [2]. CYP2D6*2
alleles were defined by the presence of —1,584 C>G and
2,850 C>T and CYP2D6*35 alleles by the presence of
—1,584 C>G and 31 G>A; none of the subjects appeared
to carry CYP2D6*2 alleles that lacked the —1,584 C>G
SNP. To discriminate between the CYP2D6*IxN, *2xN,
and *4xN alleles, we generated a 10-kb long XL-PCR
fragment from duplication-positive subjects and tested
these for the respective SNPs by an established PCR—
restriction fragment length polymorphism approach [8].
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Real time-PCR genotyping was carried out using Tagman
and CYP2D6 CopyNumber assays (Hs00010001 cn;
Applied Biosystems, Foster City, CA) 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 AmpliTaq
Gold DNA polymerase, dNTP, buffers, and passive internal
reference based on the ROX reference dye (Invitrogen,
Carlsbad, CA). The amplification conditions 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. The geno-
types used as the positive controls had been obtained
during previous studies by our group. Plates were read
on an ABI 7,300 instrument (Applied Biosystems).
Hs00010001 cn specifically targets CYP2D6 exon 9
sequences and will not amplify CYP2D7 or CYP2DS§
pseudogenes, or CYP2D6 alleles having CYP2D7 sequences
in exon 9 (e.g., CYP2D6*36).

The relationship between CYP2D6 genotype and MR
was evaluated using the “activity score” [7, 9]. A value of 1
was assigned to the reference allele CYP2D6 *1, *2, and
*35, a value of 0 to CYP2D6*3, *4, *4xN, *5, and *6, a
value of 0.5 to CYP2D6*10, *17, *29, and *41, and a value
of 2 to multiplications of active CYP2D6 (*1x N or *2xN).

Statistical analysis

Analyses of inter-individual variations in the MR were
expressed by a probit plot and a frequency distribution
histogram of the number of the subjects versus logl0 MR.
Antimode was determined by linear regression from the
probit plot. The Shapiro—Wilk test was used to test the
normality of the MR distribution. Correlations between
“activity scores” and MRs were analyzed using Spearman’s
rank correlation coefficient. Mean MRs for different
“activity scores” were compared using the non-parametric
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test for
multiple comparisons. P values of <0.05 were regarded as
being statistically significant. The statistical analyses were
performed using the STATISTICA ver. 4.3 (StatSoft, Tulsa,
OK) and GraphPad Prism ver. 3.02 (GraphPad Software,
San Diego, CA) computer programs.

Results
The MR histograms revealed a bimodal distribution of
CYP2D6 activity in this population (Fig. 1). DXM and

DXT were quantified using the protocol and the analytical
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method described above. The Shapiro—Wilk normality test
of the MR values indicated that they were drawn from a
non-normal distribution. Considering the probit plot and
based on a visual inspection of the frequency distribution, a
cut-off value of 0.8 (log;() was used to separate PMs and
EMs. Applying this cut-off value, one subject [0.9%, 95%
confidence interval (CI) 0.01-5.11] was classified as a PM,
and the remaining 117 were classified as EMs. No
differences in any of the variables analyzed, such as
gender, age, tobacco smoking, and caffeine consumption,
were found. In addition, the population was healthy and
presented a similar life-style and nutritional habits.

The CYP2D6 genotype and allele frequencies for this
healthy Ecuadorian population are given in Tables 1 and 2.
One of the subjects was classified as PM (0 active genes), and
no UMs (=3 active genes) were found, although 2.6% of the
study population were classified as presenting an “activity
score” of 2.5 (Table 1). The frequency of functional CYP2D6
alleles (*1, *2, *35) was 80.1%, whereas the frequencies of
reduced (¥10, *17, *29, *41), null (*3, *4, *5, *6, *4xN),
and “hypothetically” increased (*/xN, *2xN) functional
alleles were 5.1, 14, and 0.8%, respectively (Table 2).

The frequency of null alleles (*3, *4, *4xN, *5, *6) in
our study population (14%) was similar to that found in

Table 1 Frequencies of cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) genotypes
in an Ecuadorian population (n=118)

Genotype Activity score Number Frequency
*4/%4 0 1 0.008
*4/%10 0.5 1 0.008
*5/%41 0.5 1 0.008
*2/%4 1 10 0.085
*2/%4x2 1 1 0.008
*1/%44x2 1 0.008
*2/%5 1 2 0.017
*1/%3 1 1 0.008
*1/%4 1 12 0.102
*1/%5 1 2 0.017
*2/%41 1.5 2 0.017
*2/%17 1.5 1 0.008
*1/%10 1.5 2 0.017
*1/%41 1.5 1 0.008
*1/%29 1.5 1 0.008
*2/%29 1.5 1 0.008
*1%1 2 30 0.254
*1/%2 2 33 0.280
*2/%2 2 11 0.093
*2/%35 2 2 0.017
*2x2/%41 2.5 0.008
*Ix2/%41 2.5 1 0.008
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Table 2 Percentages of CYP2D6 variant alleles and poor metabolizers in the Ecuadorian population (n=118) of this study and in Latino,

Amerindian, and Spanish populations previously studied

Populations Number of Non-functional Reduced Mult.? Mult. of ~ Mult. of Percentage  Reference
subjects alleles activity functional non-functional  of PMs®
alleles alleles alleles
*3 *4 *5 %6 *10  *17
Brazilian-African 87 1.2 63 42 0 4.2 9.2 2.3 1.2 [17]
92 0 103 1.1 22 27 22 49 1.6 [17]
Colombian 121 1.2 194 08 0 1.6 12 [18]
Cuban-Mestizo 126 [7]
129 3.9 (dbq) [7]
Cuna (Panama) 170 0 (spt) [10]
89 0 (dbq) [19]
Embera (Panama, 153 0 14 0 1.1 69 [19]
Colombia) 153 22 (spt)  [19]
Mapuche (Chile) 84 0 3.6 42 1.8 [14]
Mexican-American 349 <l 103 23 74 <1 1 [20]
285 3.2 (dxt) [20]
264 02 10 1.7 04 28 02 08 [21]
236 10 (dxt) [21]
50 17 2 1 2 3 [22]
50 6 (dxt) [22]
Mexican-Mestizo 243 14 112 27 124 1.7 128 [23]
100 10 (dxt) [23]
110 09 13.1 0 23 [11]
88 6.8 (dxt) [11]
Ngawbe (Panama, 344 0 17.1 0 0.5 175 [19]
Colombia) 344 44 (spt)  [19]
Nicaraguan-Mestizo 98 [7]
133 6.0 (dbq) [7]
Spanish 925 5.2 (dbq) [24]
327 05 185 14 31 20 O 4.1 0.3 [7]
Tepehuano (Mexico) 85 0 0.6 [11]
58 0 (dxt) [11]
Uruguayan 302 7.3 (dxt) [25]
White-Cuban 130 0 146 19 08 04 27 3.8 0.4 [7]
131 5.3 (dbg)  [7]
Ecuadorian (this study) 118 04 106 21 0 1.3 04 0.84+0.8 0.9 (dxt)

@ Mult, Multiplications of functional plus non-functional CYP2D6 alleles (not specified)

® Percentage of CYP2D6 poor metabolizers (PMs) determined using a specific phenotyping test drug: dbq, debrisoquine; dxt, dextromethorphan;

spt, sparteine

other studies in other Hispanic populations (11-20%), but
higher than that reported in Chilean Mapuches (7.8%) and
Mexican Tepehuanos (1.1%). Among the latter two
populations, the most frequent allele was CYP2D6*4
(10.6%; Table 2).

The frequencies of alleles with reduced activity (*10, *17,
*29, *41) in this study (5.1%) were similar to those reported
in European populations, but lower than those in some

Amerindian and African-American populations (11-17.5%;
Table 2). Among these, CYP2D6*10 and *41 were the most
frequent (1.3 and 2.2%, respectively; Table 2). The frequen-
cy of duplication/multiplication of active CYP2D6 alleles
(1.2%) was also similar to values reported for other South
American and Amerindian populations (0-1%), including
Nicaraguans. but lower than those reported for White-
European populations (3—5%) (Table 2).
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The mean + standard deviation () values of the MR
among the 118 healthy volunteers with an “activity score”
of 0, 0.5, 1, 1.5, 2, and 2.5 were 10.57 (n=1), 1.63£0.35
(n=2), 1.16+£0.74 (n=29), 1.00+0.47 (n=8), 1.24+0.82
(n=76), and 1.30£0.32 (n=2), respectively. The subject
with the highest DXM/DXT ratio (MR 10.57; log;(MR=
1.02) carried two copies of the inactive allele CYP2D6*4
(Fig. 2).

In this study, no differences were found in the phenotype
or genotype frequencies between subjects from different
geographical regions.

Discussion

This is the first study in an Ecuadorian population reporting
the distribution of CYP2D6 phenotypes and genotypes. The
low frequency (<1%) of individuals who are phenotypically
PMs is consistent with the absence of PMs described in a

number of previously studied Amerindian populations, such
as Cunas [10] and Tepehuanos [11].

In this study, a cut-off value of 6.3 (log;(=0.8) was used
to separate PMs and EMs, chosen on the basis of the probit
plot and visual inspection of the frequency distribution
histogram (Fig. 1). Tamminga et al. [5] suggested the
suitability of using the DXT/DXM MR of 3-h plasma
samples, and the antimode differentiating PMs from EMs
was calculated to be 2.0 [12]. Differences between these
two antimodes may be due to analytical methods, since
we used a non-deconjugation method similar to that
reported in a previous study [13]. In our study, despite
the inherent limitation associated with using a non-
deconjugation analytical method, the only individual
detected as being phenotypically a PM was also confirmed
to be genotypically a PM.

The frequency of null alleles (*3, *4, *4x N, *5, *6) in
this study was higher than that in Chilean Mapuches [14]
and Mexican Tepehuanos [15] (Table 2). Moreover, the
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frequency of reduced function alleles (*10, *17, *29, *41)
in this population was similar to that reported in European
populations, but lower than that in some Amerindian and
African-American populations, and the frequency of dupli-
cation/multiplication of active CYP2D6 alleles was similar
to the values reported for other South American and
Amerindian populations (Table 2). Therefore, it would
appear that there is an African mixture in this population.
Pharmacogenetics will allow drug individualization and
also the development of regional drug recommendations
according to ethnic and cultural factors. Several studies
have shown that genetic differences between individuals are
higher than those between ethnic groups or races [16].
Therefore, with respect to individualizing the treatment of
any given patient, the better approach would be to consider
an individual- rather than an ethnic-based approach.
However, in terms of public health care, population
pharmacogenetics may be useful for the optimization of
recommended drug dosages for a given ethnic group, with
the aim of preventing side effects or therapeutic failures.

Conclusions

The prevalence of PMs in the Ecuadorian population
studied here was about 1%. None of the subjects were
UMs. These findings are in agreement with those reported
previously on Amerindian populations and demonstrate the
differences among these populations and other ethnic
populations due to the absence and low frequency of
CYP2D6 UMs and PMs, respectively. Thus, within the
framework of public health care, further research on ethnic
groups in America is warranted in order to improve current
drug-dosing recommendations and prevent side effects and
therapy failures.
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Abstract

Background: Losartan is metabolized to losartan carbox-
ylic acid (E-3174) by the polymorphic cytochrome CYP2CO.
The aim of the study was to develop a high-performance
liquid chromatographic (HPLC) method with fluorescence
detection for simultaneously measuring losartan and its
metabolite E-3174 in urine to evaluate the losartan urinary
metabolic ratio (MR: losartan/E-3174) for CYP2C9 pheno-
typing in humans.

Methods: The compounds were separated in a reversed-
phase chromatographic column and detected by fluores-
cence at a wavelength of 250 nm for excitation and of 370
nm for emission.

Results: No analytical interferences with endogenous
compounds were found, and the extraction recoveries
were over 88%. Limits of quantification of 2 ng mL for
losartan and 5 ng mL™ for E-3174 were achieved, as well as
good reproducibility with coefficients of variation of <9%
in all cases. Analyses with the present HPLC method show
significant differences (p<0.05) in losartan MRs between
the four CYP2C9 genotype groups in 13 Spanish healthy
volunteers.

Conclusions: The method developed is simple and afford-
able, as well as sensitive and reliable to calculate the MR.
Therefore, it appears to be useful for CYP2C9 phenotyp-
ing using losartan as a drug test in populations, such as
Hispanics with different allele combinations.

Keywords: CYP2C9; Hispanics; losartan; pharmacogene-
tics; phenotype.
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Introduction

Losartan is a selective angiotensin II receptor antagonist
used in the treatment of hypertension and heart failure
(1). It undergoes CYP-mediated oxidative metabolism.
Its active metabolite, losartan carboxylic acid (E-3174),
is metabolized by CYP2C9 and CYP3A4 in vitro (2, 3);
however, the role of CYP3A4 is negligible at concentra-
tions of losartan lower than 1 pmol L corresponding to
therapeutic plasma levels (4). Thus, CYP2C9 plays an
important role in the metabolism of losartan and of other
therapeutically used drugs, including warfarin, pheny-
toin, tolbutamide, glipizide, fluoxetine and several non-
steroidal anti-inflammatory drugs (5-8). The clinical rel-
evance of the CYP2C9 gene has been the subject of study
(9-12) as it is polymorphic (13), with alleles CYP2C9*2
(Cys14411e359) and CYP2C9*3 (Argl4a4Leu3s9) coding for
lower enzyme activity than the most common CYP2C9*1
(Arg14411e359) (9, 14, 15). Low CYP2C9 enzyme hydroxy-
lation capacity seems to be related to the occurrence of
adverse drug reactions, for example during phenytoin
treatment (16, 17).

Losartan appears useful and safe for the evaluation of
CYP2C9 activity in humans (6, 7). However, there is a need
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for more simple methods for routine analysis to deter-
mine losartan and E-3174, for example, with fluorescence
detectors (18), than the other analytical methods that
have been developed, including capillary electrophoresis
(19), liquid chromatography coupled to ultraviolet (UV)
(20), and mass spectrometry (21, 22). The development of
such an affordable analytical method must focus on sim-
plicity because existing high-performance liquid chro-
matographic (HPLC) methods require significant time
and work associated with their clean-up and extraction
steps. Thus, the aim of the study was to develop a simple,
precise, sensitive, and reproducible HPLC method with
fluorescence detection for simultaneously measuring
losartan and its metabolite E-3174 in urine to evaluate the
losartan urinary metabolic ratio (MR: losartan/E-3174)
to be used as a phenotyping test of CYP2C9 in human
studies.

Materials and methods

Chemicals and materials

Losartan and losartan carboxylic acid (E-3174) standards were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
(Figure 1). Individual stock standard solutions were prepared in me-
thanol at a concentration of 100 pg mL™ and stored in the dark at
-20°C until use. Working solutions were prepared fresh by diluting
the standard solutions with methanol at concentrations of 1 and
100 pg mL* and stored at 4°C in the dark. The water, acetonitrile
(HPLC grade) and 85% orthophosphoric acid, used to prepare the
mobile phase, and HPLC-grade methanol, used for liquid-liquid
extraction, were supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Methyl
tert-butyl ether (MTBE) UV-IR-HPLC preparative grade used for the
extraction process, and analytical grade disodium hydrogen phos-
phate dihydrate used to prepare the mobile phase were obtained
from Panreac (Barcelona, Spain).

Equipment

Chromatographic analysis of the analytes was performed on an LC 118
Beckman-Coulter liquid chromatography system (Beckman-Coulter,

Nb N?
CI—\. Cl
HO N=N 0] e}

N" N
\ 7
H N=N

Losartan Losartan carboxylic acid

Figure1 Chemical structures of losartan and losartan carboxylic
acid (E-3174).
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Palo Alto, CA, USA) equipped with a solvent pump (model 118), a Rheo-
dyne injection valve (model 7725i), and a UV detector (module 166). The
chromatograph was coupled to a fluorescence detection system from
Jasco (model FP-2020, Tokyo, Japan) equipped with a fluorescence flow-
cell directly connected to the excitation and emission light guides. The
detector was also equipped with a xenon lamp as the irradiation source
(power 150 W) with a radiation range lying between 220 and 700 nm,
and includes a photomultiplier detection unit also working in the 220—
700 nm range. Data were acquired, and the equipment was controlled
using the Beckman 32 Karat v7.0 software. The results were obtained
using a modified phenyl column of 250x4.6 mm L.D. and 5 pm particle
size (ACE Phenyl, Aberdeen, Scotland, UK). Additionally, an analytical
guard cartridge (10x3 mm and 5 pm particle size; ACE Phenyl) was situ-
ated upstream of the chromatographic column to retain the remaining
impurities and to improve the selectivity of the method.

Sample preparation

Urine concentrations of losartan and E-3174 were determined in 13
samples of healthy subjects, which had previously been analyzed
(6) and then stored at —80°C until further use. An aliquot of 1 mL
of human urine was put into a polypropylene tube, and 200 pL of
a methanol:water solution (50:50, v/v), together with 5 mL of MTBE
was added. The final solution was vortexed vertically for 30 s and
then centrifuged at 1400 g for 5 min. The centrifuged sample was
frozen, and the organic layer was transferred to a clean polypropy-
lene tube. This tube was evaporated at room temperature to dryness
under a stream of nitrogen, and the residue was reconstituted in
200 pL of the mobile phase. Finally, 50 pL of this solution was directly
injected into the HPLC system.

Chromatographic conditions

The mobile phase was a binary mixture of acetonitrile and 20 mM
disodium hydrogen phosphate buffer (34:66, v/v), adjusted to pH 2.3
with phosphoric acid, in an isocratic elution mode at a flow rate of
1 mL min. Mobile phases were filtered daily through nylon Millipore
filters (Millipore, Bedford, MA, USA) before use. The chromatogra-
phic column was maintained at room temperature. The injection
volume was 50 pL both for standards and for samples. A monochro-
mator for excitation at a wavelength of 250 nm and a monochromator
for emission at 370 nm were employed for detection.

Subjects

The urinary concentration of losartan and E-3174 was studied in sam-
ples from 8 females and 5 males Spanish subjects (age range, 21-53
years; weight range, 45-90 kg) with genotypes CYP2C9*1/*1 (n=7),
*1/*2 (n=2), *1/*3 (n=2), and *3/*3 (n=2) previously analysed with a
different HPLC method (6). The genotypes had previously been ana-
lyzed by determination of the CYP2C9*2 and CYP2C9*3 alleles (7). All
subjects were healthy as assessed by medical history and physical
examination. Written informed consent was obtained from the vo-
lunteers. The study was approved by the Local Ethics Committee at
Extremadura University Hospital (Badajoz, Spain), and was conduc-
ted in accordance with the Declaration of Helsinki.
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Statistical analysis

The urinary losartan/E-3174 ratios were log-transformed and compar-
ed using the non-parametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
multiple comparison test. p-Values <0.05 were regarded as statisti-
cally significant. The statistical analyses were performed using the
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
computer program.

Results

Optimization of chromatographic conditions
for the HPLC-fluorescence detection method

Prior to applying the proposed method, the parameters
causing variability of the measurements, in particular, pH
and ionic strength of the buffer solution, were optimized.
Acetonitrile-disodium hydrogen phosphate buffer (pH 2.3;
20 mM) (34:66, v/v) in an isocratic elution mode at a flow
rate of 1 mL min was selected due to the good chromato-
graphic performance it provides and its appropriate 17.5
min run time.

Validation parameters

To analyze the linearity of the fluorescence detector, cali-
bration curves were plotted as peak height vs. concentra-
tion of each analyte. Thus, for losartan and E-3174, five
different concentrations in the range of 10-800 ng mL™!
were tested in triplicate, and the correlation coefficient
(R?) was calculated to confirm the linearity of the calibra-
tion curves. Analytes after the liquid-liquid extraction
step were reconstituted in the proper separation mobile
phase and injected into the chromatographic system for
their individual separation and quantification. The limit

Dorado et al.: Losartan HPLC method for CYP2C9 phenotyping =—— 3

of detection (LOD) was calculated by measuring the
noise in different blanks, taking into account a signal-to-
noise ratio of 3, and the limit of quantification (LOQ) was
defined as the lowest concentration in the standard curve
with a coefficient of variation (CV) below 15% and a mean
fitted value that did not deviate from the nominal value by
over 15%. The LOD and LOQ calculations were performed,
taking into account the overall process (extraction and
chromatography steps). To evaluate the intra-day preci-
sion, expressed as CV, six replicate injections of blank
urine samples spiked with standard solutions of losartan
and E-3174 at concentrations of 50, 100, and 200 ng mL!
were performed. The same procedure was repeated on
different days for a month and by another technician to
determine the inter-day precision.

Table 1 presents the analytical figures of merit, namely,
linear range, intercept and slope of the curve, regression
coefficient, precision and sensitivity (as LOD and LOQ)
for each analyte. The mean (+SD) retention times (min;
n=10), under the optimum conditions were 11.7£0.3 min
for losartan and 16.7+0.4 min for E-3174. Moreover, a
high resolution of 2.51 between losartan and E-3174 was
obtained, and no endogenous interferences co-eluted
with these two analytes when samples were injected into
the HPLC system (Figure 2).

To evaluate the applicability of the method, recov-
ery studies were performed with urine samples at differ-
ent concentration levels of losartan and E-3174 within the
linear interval of the method’s analytical curves. Table 2
gives the absolute recoveries for the analytes.

Losartan/E-3174 urinary ratios and CYP2C9
genotypes

Losartan MRs, as determined by the present method, were
similar to those previously determined with a different
HPLC method (6) (Figure 3). As also had been found in

Linear range, ng mL™! Y=(axS) X+(btS,) R? Sy/x LOD LOQ Precision

Intra-day  Inter-day

Losartan 10-800 Y=(4.2E°+1 E’E)CL—(Z.ZE’SJ_rZ.éE"‘) 0.999 4.6E 1 2 2.61 5.69
E-3174 10-800 Y=(2.46E“’i4E‘6)CE—(8.5E“‘il.31 E3) 0.999 2.3E7 1 5 2.69 8.81

Table1 Validation parameters for the HPLC method to determine losartan and losartan carboxylic acid contents.

a, slope (V ng mL"* for losartan and E-3174); S , standard deviation of the slope; b, intercept (V for both analytes); S

the intercept; R?, regression coefficient; Sy

/X

(ng mLY); precision expressed as coefficient of variation (%, n=6).

»» standard deviation of

standard deviation of residuals; LOD, limit of detection (ng mL?); LOQ, limit of quantification
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Figure 2 Fluorescence chromatogram obtained from human urine with
Peaks: 1, losartan; 2, E-3174.

that previous work (6), the present HPLC analyses showed
significant differences (p<0.05) in losartan MRs between
the four CYP2C9 genotype groups (Figure 3).

Concentration, ng mL™! % Recovery, meantCV

Losartan E-3174

50 102+13 105+8.5
100 97.6+7.3 102+3
200 99.3+6.4 88.2t11.4

Table 2 Recovery of the analytical method (n=4).

1

12 13 14 15 16 17 18

losartan and E-3174 (A) and from blank human urine (B).

Discussion

The methodology proposed here represents a more eco-
nomic alternative than other methodologies utilizing
mass spectrometry detectors (21, 22) due to the use of
more affordable instrumentation and solvents. Addition-
ally, the sensitivity of the present HPLC method is a major
improvement over that of a previous publication (6), and
good levels of precision and accuracy were achieved. The
extraction recoveries for losartan and E-3174 ranged from
88.2% to 105%, which are not only consistent with the

Authenticated | fandressegura@gmail.com
Download Date | 7/31/12 4:03 PM



DE GRUYTER

2.00

B Losartan/E3174 Losartan/E31742

-
a
o

0.45
0.40!
0.35] |
0.30]

 0.25| | |

£

> 0.20§

0.15 | || | 1
0.10| A | I
0.05{ el [ I |

*1/41 )

-
o
o

0% - e . n— = —
0123456 7 891011121314 1516 17 18
Time, min n

I
&)
S

Losartan/E-3174 urinary metabolic ratios (log,,)

o

Dorado et al.: Losartan HPLC method for CYP2C9 phenotyping =—— 5

045,
00 33
035
030
025
020{

Volts

0.15|
0.0 il
| |
05| MWiNl . | )
01234567 8 9101112131415 16 17 18
Time, min

1

*1/*1 *1/*2

-0.50

*1/°3 *3/*3

CYP2C9 genotypes

Figure 3 Relationship between losartan/E3174 (Log,)) and CYP2C9 genotypes in 13 healthy volunteers analyzed with the newly developed
(squares) and previously (triangles) reported (*from Ref. #6) HPLC methods.
The chromatograms were obtained after the analysis of urine samples corresponding to *1/*1 and *3/*3 genotypes. Peaks: 1, losartan; 2,

E-3174.

high recoveries obtained with previously reported liquid-
liquid extraction processes (21, 23), but also improve the
recoveries obtained with solid-phase extraction proce-
dures (24). Thus, the liquid extraction procedure reported
here represents a simple and fast process to eliminate
interferences from the matrix and to efficiently extract
the analytes. Thus, the method described here presents
a potential alternative for CYP2C9 phenotyping in routine
labs.

When the method was used to evaluate the relation-
ship between losartan MR and CYP2(9, significant differ-
ences across genotypes were found, which is in agreement
with previous data (6) (Figure 3). Indeed, there were no
differences found between the losartan MRs determined
by this new method and by the previous method. Both
sets of results showed that CYP2C9 genotypes are related
to the losartan metabolic ratios.

Considering that the HPLC method developed appears
to strongly discriminate losartan MR differences between
CYP2C9 genotypes, it could be used to study pheno-geno-
type relationships in admixed populations. Although
genotyping is of use, phenotyping is needed due to the lack
of correlations between pheno and genotypes, specifically
in admixed populations. For example, we have shown the
lack of any relationship between CYP2D6 phenotypes
and genotypes in Hispanics from Nicaragua and Cuba,
because only 23.5% of individuals carrying CYP2D6 gene

multiplications were phenotypically ultrarapid metabo-
lizers (UMs), whereas only 40% of those phenotypically
UMs showed multiplications (25). Therefore, it appears
necessary to further study the CYP2C9 pheno-genotype
relationship in populations with large genetic variability,
such as Ecuadorians (26) and Mexicans (27, 28). For this
purpose, the present method will be used in the Hispanic
populations included in the CEIBA consortium within
the Ibero-Latino-American Pharmacogenomics Network,
RIBEF.
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polymorphism, habits and gender

population: influence of CYP2C9 genetic

Losartan hydroxylation phenotype in an Ecuadorian

Aim: To describe for the first time CYP2C9 hydroxylation phenotype with CYP2C9 genotypes in a Hispanic
(Ecuadorian) population using losartan; and the relevance of gender, tobacco, ethanol and caffeine
consumption on the enzyme hydroxylation capacity. Methods: Ecuadorian healthy volunteers (n = 194)
received a single oral dose of 25 mg losartan. Losartan metabolic ratio was defined as losartan:E3174
concentration. CYP2C9 alleles *2, *3, *4, *5 and *6 were analyzed. Results: No phenotypically poor
metabolizers were found. The metabolic ratio (mean % standard deviation) was higher (p < 0.05) in
CYP2C9*1/*3 carriers (12.4 + 13.8; n = 6) versus CYP2C9*1/*1 (4.9 = 7.0; n = 167), as well as in females versus
males (6.72 + 9.72 and 3.76 + 4.48, respectively; p < 0.05). Only the following genotypes, CYP2C9*1/*1,
CYP2C9*1/*2 and CYP2C9*1/*3, were found with a frequency of 86.1%, 10.8% and 3.1%, respectively.
Conclusion: Despite the mean metabolic ratio being higher in this population than in others previously
studied across genotypes, no poor metabolizers, either phenotypically or genotypically, were found.

Original submitted 21 August 2012; Revision submitted 21 September 2012

KEYWORDS: CYP2C9 genotype CYP2C9 hydroxylation Ecuadorians

losartan

CYP2C9 plays an important role in the metabo-
lism of clinically relevant drugs, including war-
farin, phenytoin, tolbutamide, glipizide, fluox-
etine, several nonsteroidal anti-inflammatory
drugs and losartan [1-4]. CYP2C9 is subject to
genetic polymorphism. Some CYP2C9 vari-
ants code for proteins with decreased or null
activity [101].

The metabolism of losartan, a selective
angiotensin II receptor antagonist [5], under-
goes CYP-mediated oxidative metabolism.
Its active metabolite, losartan carboxylic acid
(E3174), is formed by CYP2C9 and CYP3A4
in vitro [6,7); however, the role of CYP3A4 is
negligible (8]. Thus, some studies have suggested
that the losartan:E3174 ratio may be used as a
safe and reliable phenotypic probe for measuring
CYP2C9 activity in vivo [29]. Although, other
drugs such as tolbutamide, warfarin, flurbipro-
fen, phenytoin or diclofenac have been shown
as probes for CYP2C9 activity in vive [39-11],
losartan appears to be safer [2].

Besides genotype, other factors such as gender,
tobacco, caffeine or ethanol consumption have
also been reported to influence the variability
in drug metabolism [12-14]. Ethanol has been
shown to inhibit CYP2C9 activity in vitro
(15]. Also in vitro, 170-ethinylestradiol has
been recently related to the inhibition of
CYP2C9 expression [16], which could support

10.2217/PGS.12.160 © 2012 Future Medicine Ltd

Hispanics

gender-related differences in CYP2C9 activity.
However no data about the influence of gender
and habits on CYP2C9 activity in vive exist.
Interethnic differences in CYP-metabolizing
enzymes, due to both geneticand environmental
factors might be partially responsible for
the variability of adverse drug reactions or
therapeutic failure between populations [17].
In keeping with that, incident heart failure,
which appears to be more common among
black than nonblack hypertensive patients
(18], could be related to the involvement of
polymorphic CYPs in the metabolism of some
antihypertensive drugs [1]. Since some CYP2C9
substrate-induced adverse drug reactions can
be very severe (e.g., warfarin-induced bleeding
complications [19.20]), the study of the CYP2C9
ethnic variability could be of clinical benefit.
Therefore, the study of CYP2C9 phenotype
and genotype in a ‘mestizo’ (mixture between
Andean and Hispanic people) population of
Ecuador could be important considering the
lack of information in this ethnic group, which
is part of the very large group of Hispanics.
The study aimed to describe CYP2C9
hydroxylation phenotypes in an Ecuadorian
population using losartan as a probe drug in
order to determine whether differences with
previously studied populations existed, and to
analyze whether CYP2C9 genotypes, gender,
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tobacco, ethanol and caffeine consumption
influenced the losartan:E3174 metabolic ratio.

Methods

Subjects & study protocol
One hundred and ninety four unrelated healthy
individuals (112 females and 82 males) with a
mean (tstandard deviation [SD]) age of 21.5
(£3.7) years old. They were mostly students
at the Central University of Ecuador (Quito,
Ecuador), from different regions in Ecuador.
All participants were defined as mestizo. All
were healthy as assessed by a routine clinical
examination (that included body temperature,
pulse rate, blood pressure, height and weight)
and a medical history was taken before the
study. Volunteers with a previous history of
adverse drug effects and those with any drug or
medicinal herbal intake in the 2 weeks before
the study were excluded from participation in
the study. Women who reported or suspected
pregnancy were also excluded from the study.
Information on tobacco, caffeine or ethanol
consumption was obtained by direct interview
(14]. In the studied population, 23% were
occasional consumers of alcoholic beverages
(2100 g ethanol/week), 34% were consumers
of more than one cup of beverage with caffeine
(2120 mg caffeine/day), and 0% were heavy
smokers (210 cigarettes/day), however 17% of
them smoked 1-5 cigarettes/day.

The study was performed in accordance with
the Declaration of Helsinki. All participants
gave written informed consent, and the research
was approved by the Bioethics Committee of the
Central University of Ecuador.

Phenotyping procedure
To determine losartan:E3174 urinary metabolic
ratio the subjects were given a single oral
dose of 25 mg losartan (Cozaar®, Merck
Sharp & Dohme, Whitehouse Station, NJ,
USA). To minimize the effect of food on the
pharmacokinetics of the drug absorption,
losartan was given in the evening before going
to bed, at least 2 h after the last meal. All urine
was collected over 8 h. After the measurement
of urine volume, two samples of 20 ml each were
stored at -20°C until analysis.

Concentrations of losartan and its carboxylic
acid metabolite (E3174) were analyzed in urine
samples using specific HPLC with fluorescence
detection [21]. Briefly, the liquid-liquid extraction
procedure was optimized for sample clean-up
and analyte isolation. The compounds were
separated in a reversed phase chromatographic

Pharmacogenomics (2012) 13(15)

column. The mobile phase was a binary mixture
of acetonitrile and 20 mM disodium hydrogen
phosphate buffer (34:66 v/v) adjusted to pH 2.3
with phosphoric acid in an isocratic elution mode
at a flow rate of 1 ml min. A monochromator
for excitation at a wavelength of 250 nm and
a monochromator for emission at 370 nm
were employed for detection. No analytical
interferences with endogenous compounds were
found. In order to evaluate the applicability of
the method, recovery studies were carried out
with urine samples at different concentration
levels of losartan and E3174 within the linear
interval of the method’s analytical curves and
the obtained extraction recoveries were over 88%
(minimum recovery mean + SD: 97.6 + 7.3% and
88.2 + 11.4% to losartan and E3174, respectively)
(21]. Limits of quantitation of 2 ng ml"' for
losartan and 5 ng ml"! for E3174 were achieved
as well as reproducibility with coefficients of
variation of less than 9% in all cases.

CYP2C9 genotyping

Venous blood (10 ml) was obtained from
each volunteer and collected in ethylene-
diaminetetraacetic acid tubes. Genomic DNA
was isolated using the Gentra Puregen® kit
(Qiagen, Indianapolis, IN, USA). Genotyping
for CYP2C9*2, *3, and *6 allelic variants was
performed using fluorescence-based, allele-
specific TagMan® allelic discrimination assay
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Genotyping for CYP2C9*4 and *5 alleles was
performed using PCR with the conditions,
primers and restriction enzymes described
elsewhere [22,23]. For each CYP2C9 SNP for
CYP2C9*2, *3 and *6 allele identification,
a predeveloped TagMan assay reagent kit,
containing one pair of PCR primers and one
pair of fluorescent TagMan probes was purchased
from Applied Biosystems. PCR amplification for
all SNPs was performed in 20 pl reactions with
30 ng template DNA, TagMan Universal Master
Mix 1X (Applied Biosystems), each primer and
probe assay 1X and water. Thermal cycling was
initiated with a first denaturation step of 10 min
at 95°C, followed by 40 cycles of denaturation at
92°C for 15 s, and annealing at 60°C for 1 min.
The allele detection process was performed for
1 min at 60°C on a Fast 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) to determine the
allelic discrimination.

Statistics
The urinary losartan:E3174 ratios were com-
pared across the CYP2C9 genotype groups by

future science group
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one-way analysis of variance test. A post hoc
Fisher’s least significant difference was used to
assess statistical differences between groups.
Student’s t-test was used to evaluate the
influence of gender, tobacco smoking, caf-
feine or alcohol intake habits on the urinary
losartan:E3174 ratio in this population. The
Hardy—Weinberg equilibrium was determined
by comparing the genotype frequencies with
the expected values using a contingency table
y? statistic with Yates’s correction. Fisher’s
exact tests were used to compare differences
in CYP2C9 allele frequencies. p-values less
than 0.05 were regarded as statistically signifi-
cant. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA).

Results
CYP2C9 hydroxylation phenotype

The losartan:E3174 ratio ranged from 0.08 to
52.7 across individuals, and showed a unimodal
distribution (Ficure 1). The mean metabolic
ratio was higher in this population than in
other previously studied across all genotypes
(Tase 1). However, no subject could be classified
as a poor metabolizer either phenotypically or
genotypically. Consistently, there was an absence
of individuals CYP2C9*2/*2, *3/*3 and *2/*3.
The CYP2C9 genotype frequencies corresponded
to those predicted by the Hardy—Weinberg
equation (y* test; p > 0.05) (Tase 2). Frequencies
for the CYP2C9*1, *2 and *3 alleles were 0.930
(95% CI: 0.905-0.956), 0.054 (95% CI: 0.032—
0.077) and 0.015 (95% CI: 0.003-0.028),
respectively. No subject with *4, *5and *G alleles
was detected in this population.

Relevance of CYP2C9 genotype,
gender & habits
The urinary losartan:E3174 ratio (mean + SD)
was significantly higher (p < 0.05) in subjects
with CYP2C9*1/*3 genotype (12.4 £ 13.8;n=6)
than in subjects with CYP2C9*1/*1 genotype
(4.9 + 7.0; n = 167). Moreover, losartan:E3174
ratio in the CYP2C9*1/*2 group (7.8 + 12.4;
n = 21) was also higher than in those with
CYP2C9*1/*1 genotypes; however, this
difference did not reach statistical significance.

No difference was found in losartan:E3174
ratio between consumers and nonconsumers
of tobacco smoking, caffeine or alcohol
intake. However overall, losartan:E3174
(mean + SD) was higher in females than in males
(6.72 £9.72 vs 3.76 + 4.48; p < 0.05) regardless
of the genotype, and also in females (n = 94)

future science group
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Figure 1. Histogram of losartan/losartan carboxylic acid metabolite log
ratios among 194 healthy Ecuadorian subjects. The continuous arrow shows
the mean losartan:E3174 log ratio in the overall population. The discontinuous
arrow shows the ‘hypothetic’ cutoff value for poor metabolizers based on the
mean of losartan:E3174 log ratio of the CYP2C9*3/*3 subjects calculated

from [2,24,25].

versus males (n = 73) CYP2C9*1/*1 carriers
(5.92 + 8.40 vs 3.63 £ 4.22; p < 0.05).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first
study in a Hispanic population reporting
the CYP2C9 hydroxylation phenotypes
and genotypes, and to date, the largest
phenotyping study using losartan as a probe
drug for CYP2C9 [224.25]. The median or
mean urinary losartan:E3174 ratios were
higher than in previously published population
studies from Turkey [24] and Sweden [25] across
the genotype groups (Taeie 1). However, these
differences cannot be related to the presence
of poor metabolizers, since none of them were
found either phenotypically or genotypically.
The genotypic influence is still not totally
explained, probably due to the large variation
within subjects genotyped as CYP2C9*1/*1. The
complete genetic explanation for this variability
remains unclear but it will need clarification.
Therefore, these differences may be due to the
presence of environmental factors, types of foods
or supplements and/or unknown CYP2C9 allele
variants potentially related to decreased enzyme
activity. These reasons are likely since the present
population has a component of Andean ancestry,
which has not been previously described.
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Table 1. Comparison of CYP2C9 genotypes and losartan/losartan carboxylic acid urinary (0-8 h) ratios across

different populations.

CYP2C9
genotype

CYP2CO*1/*1
CYP2C9*1/*2
CYP2C9*1/*3
CYP2C9*2/*2
CYP2C9*2/*3
CYP2C9*3/*3

present study.

n
81
19
20
2
2
2

SD: Standard deviation.

Swedish

Mean
0.9**
1.2*

2.3

0.5; 3.4¢
2.6;3.4°
20; 200*

[25] Ecuadorians Turkish 24 Ecuadorians
(present study) (present study)
+SD n Mean +SD n Median Range n Median Range
1.7 167 49 7.0 58 0.7 0.23-28.60 167 2.5 0.103-39.80
1.8 21 7.9 12.4 10 09 0.30-1.63 21 2.3 0.08-52.67
2.1 6 12.4 13.8 12 24 0.75-6.26 6 5.2 1.93-35.27
- 0 - - 3 1.5 1.40-3.81 0 - -
- 0 - - 1 3.9 - 0 - -
- 0 - - 1 160.7 - 0 - -

The results of this study presented the median (range). The medians of the CYP2C9 genotype groups in this Ecuadorian population were 2.1-3.5-fold higher than
those in the Turkish population.
*Only two cases were present; therefore, the original values are given instead of the mean.
*p < 0.05 comparisons (Student’s t-test) with the *1/*2 group of the present study, **p < 0.0001 comparisons (Student’s t-test) with the *1/*1 group of the

The differences in metabolic ratios across
CYP2C9 genotype groups are consistent with
previous findings that demonstrated lower
losartan:E3174 ratios in subjects homozygous
for the CYP2C9*1 allele than in those carrying
either CYP2C9*3 or CYP2C9*2 alleles [2.24,25].

In addition, while tobacco smoking, caffeine
or alcohol intake habits did not influence the
urinary losartan:E3174 ratio, gender did. These
differences about higher metabolic ratios in
women were not found in the previous studies
(24.25]. However, there is evidence supporting
the potential relationship between gender and
CYP2C9 hydroxylation capacity. For example,
women taking oral contraceptives appear to
present slower oxidation of losartan than those
women who do not take it [25]. Moreover, both
ethinylestradiol and medroxyprogesterone have
been shown to inhibit CYP2C9-dependent
drug metabolism in human liver microsomes
in vitro 26]. In addition, there have been reports
of an association between the estrogen receptor
o (ERa) with CYP2C9 promoter in vitro, as

well as the influence of 17a-ethinylestradiol
(an ERa ligand) on the inhibition of CYP2C9
expression [16]. Quantitative PCR analysis
revealed that CYP2C9 mRNA levels were
significantly suppressed by 17a.-ethinylestradiol
and 17B-estradiol [16]. This study demonstrated
that ERa, after being activated by 17B-estradiol
and 17a-ethinylestradiol, was able to modulate
CYP2C9 promoter activity via a newly detected
ERa binding half-site at position -149/-145 [16].

A limitation of the present study is the lack
of information about the females’ consumption
of oral contraceptives, which may partially
influence the findings. However in light of
existing knowledge, the relevance of gender on
CYP2C9 warrants further study. In addition,
in light of the present findings future studies
in Ecuadorian populations should include the
analysis of allelic variants that have been shown
to be related to reduced CYP2C9 activity (such
as CYP2C9*8). Furthermore, a correlation
analysis between plasma and urine samples
should be performed in order to clarify the lower

Table 2. CYP2C9 genotypes in a population of Ecuadorian healthy volunteers

(n = 194).
Genotype Observed
n %
CYP2C9*1/*1 167 86.1
CYP2CO*1/*2 21 10.8
CYP2CO*1/*3 6 3.1
CYP2C9*2/*2 0 -
CYP2C9*2/*3 0 -
CYP2C9*3/*3 0 -

Expected

95% CI n % 95% Cl
81.2-91.0 168 86.6 81.8-914
6.5-15.2 20 10.3 6.0-14.6
0.7-3.5 5 2.6 0.3-4.8
- 1 0.5 0.0-1.5

- 0 0.0 0.0-0.0
- 0 0.0 0.0-0.4
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CYP2C9 activity in the Ecuadorian population
compared with other ethnic populations
(Swedish and Turkish) previously studied.

The frequency of CYP2C9*2 (0.05) was
found to be similar to those found in Mexican—
Americans and Mexican—Mestizos (0.08 and
0.07, respectively) [27.28], Brazilian—Black and
intermediates (0.04 and 0.07, respectively)
(29] and Bolivians (0.05) [30]; yet it was lower
(p < 0.05) than the one reported in Spaniards
(0.16) [3.28. Thus, present data are in agreement
with our hypothesis about a lower presence of
CYP2C9*2 allele among Latin Americans
due to the oriental ancestry present in native-
Americans [27.28].

Conclusion

In summary, this is the first study in a
Hispanic population reporting the CYP2C9
phenotypes and genotypes. This study shows
a lower CYP2C9 hydroxylation capacity
among Ecuadorians than in other populations,
and confirms the influence of the CYP2C9*3
allele on the variability of CYP2C9 drug
metabolism in vivo. The potential influence of
gender on CYP2C9 hydroxylation phenotype
is also suggested. Additionally, a lower
frequency of CYP2C9*2 than in Spaniards,
and a similar one to that of Mexican—Mestizos,
was found. These data are in agreement
with previous data corroborating the role
of ethnicity for CYP enzyme hydroxylation
capacity. Therefore, independent clinical trials
considering pharmacogenetic information in
Hispanic populations are needed to optimize
recommended drug dosages.

Future perspective

Pharmacogenetics will allow drug individual-
ization and also the development of population-
based drug recommendations according to
ethnic and cultural factors. Although population
pharmacogenetics could be of use in terms of
public healthcare, it would be more adequate

to consider the individual than an ethnic-
based approach for the treatment of a given
subject. In terms of public healthcare, drug
policy based on population pharmacogenetics
might be useful, allowing the prevention of
side effects or therapeutic failures by adjusting
the recommended drug dosages to each ethnic
group. Information about the differences in
the frequencies of relevant pharmacogenetic
polymorphisms in ethnic groups of Latin
America is needed.
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This is the first study of CYP2C9 phenotypes and genotypes in an Ecuadorian population.

The mean losartan:losartan carboxylic acid (E3174) ratio was higher (indicative of lower CYP2C9 hydroxylation capacity) in this

population than in others previously studied across all genotypes.
Overall losartan:E3174 ratio (mean + standard deviation) was higher in females than in males.

No differences were found in losartan:E3174 ratio with regard to tobacco smoking, caffeine or alcohol intake.
The urinary losartan:E3174 ratio was significantly higher in CYP2C9*1/*3 genotype carriers than in CYP2C9*1/*1.

The frequency of CYP2C9*2 was found to be similar to those described in Mexican—Americans and Mexican—Mestizos, Brazilian—Black
and Brazilian—intermediates and Bolivians, and it was lower than the reported level in Spaniards. Present data are in agreement with
the hypothesis about a lower presence of CYP2C9*2 allele among Latin Americans due to the oriental ancestry of native Americans.
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