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RESUMEN

Introduccion: el gen CYP2D6 codifica la proteina debrisoquina-4-hidroxilasa,
enzima que actua en la fase I del metabolismo de muchos medicamentos
ampliamente usados en la practica clinica diaria y pertenece a la superfamilia de los
citocromos. Hay variantes alélicas que implican una funcién nula o muy disminuida
de esta enzima. La evaluacion de cuatro alelos: CYP2D6*3, *4, *5, y *6, predice
entre 93-97,5 % de los posibles genotipos metabolizadores lentos, que implican
acumulacién de concentraciones de derivados téxicos y por consiguiente mayor
riesgo de reacciones adversas.

Objetivo: determinar la frecuencia génica y genotipica asociadas a la variante
alélica CYP2D6*6 y compararla con lo reportado en otras poblaciones.
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Material y Métodos: se analizaron 183 muestras del banco de ADN del Centro
Nacional de Genética Médica, que incluian individuos no relacionados de todo el
pais. Se estandarizd, en el laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de
Genética Médica, un PCR multiple para la identificacidon del alelo.

Resultados: la frecuencia alélica resulto igual a 0,008, resultado que no mostrd
diferencias significativas con la mayoria de las poblaciones con las que se comparo.
Conclusiones: la distribucién de las frecuencias genotipicas observadas, se
correspondieron con las esperadas segun la Ley de Hardy- Weinberg.

Palabras clave: CYP2D6, farmacogenética, frecuencia alélica, genotipos
metabolizadores.

ABSTRACT

Introduction: the CYP2D6 gene codifies the debrisoquine 4-hydroxylase protein,
an enzyme involved in the phase I of the metabolism of many drugs widely used in
daily clinical practicing and belongs to the superfamily of cytochromes. There are
allelic variants that don "t involve the action of this enzyme, or at least not in a
significative way.

Objective: the evaluation of four alleles: CYP2D6 * 3, * 4, * 5 and * 6 predicts
among the 93 to 97.5% of the possible phenotypes poor metabolizers, that involves
the accumulation of toxic derivatives and therefore it s increased the risk of
adverse reactions.

Material and Methods: 183 samples from the DNA bank of the National Center of
Medical Genetics were analysed, including unrelated individuals across the country,
in order to determine gene and genotypic frequency associated with the allelic
variant CYP2D6 * 6 and compare it with the reported in other populations.
Results: the allelic frequency was 0.008, a result that didn "t show a significant
difference with most of the comparing population.

Conclusions: the distribution of the observed genotype frequencies was consistent
with those expected according to the Hardy-Weinberg equilibrium law.

Key words: CYP2D6, pharmacogenetics, gene frequency.Genotypes metabolizers.

INTRODUCCION

La comprension de las bases moleculares de la acciéon farmacoldgica o toxica de los
farmacos, asi como los factores genéticos que pueden influir en la respuesta de los
individuos, permite optimizar el uso de los mismos, en lo que se conoce como
medicina personalizada. En la actualidad existe una tendencia mundial al empleo de
las herramientas que brinda la farmacogenética, especialmente para medicamentos
con un indice terapéutico estrecho y cuya via metabdlica principal involucra una
enzima polimorfica.'

En humanos, el mejor ejemplo estudiado de polimorfismos genéticos relacionado
con enzimas que actian en la fase I del metabolismo de muchas sustancias
enddgenas y exdgenas, es el gen CYP2D6, localizado en el cromosoma 22 region
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22q13.1. Codifica la enzima debrisoquina 4 - hidroxilasa o Citocromo P450
(CYP2D6), que cataliza el metabolismo oxidativo de una amplia gama de
medicamentos de uso comun, tales como algunos antidepresivos, antipsicéticos,
antiarritmicos, entre otros. *

En general, se conocen tres fenotipos principales en relacidn con la respuesta
individual a los medicamentos metabolizados por esta enzima: metabolizadores
normales, lentos y ultrarrapidos. Los lentos tienen riesgo de acumulacién de
concentraciones téxicas, mientras que los ultrarrapidos tienen riesgo de recibir un
tratamiento insuficiente, con dosis inadecuadas para el mantenimiento de las
concentraciones sanguineas del farmaco en el rango terapéutico. De 93 a 97,5% de
los fenotipos metabolizadores lentos son producidos por la combinacién en el
genotipo de cuatro alelos: CYP2D6*3, *4, *5, y *6.

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia génica y genotipica
asociadas a la variante alélica CYP2D6*6 en una muestra de la poblacién cubana, y
compararla con lo reportado en otras poblaciones.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio de corte transversal, en el primer semestre del 2013, en el
Centro Nacional de Genética Médica. Se seleccionaron por un muestreo aleatorio
simple, 183 muestras del banco de ADN, que incluian individuos no relacionados de
todo el pais. No se tuvieron en cuenta los datos de identificacion, ni el sexo. pues
no hay diferencias reportadas en otras poblaciones entre hombres y mujeres. Este
estudio se inserta dentro de un proyecto de investigacion que fue aprobado por el
Comité de Etica del Centro Nacional de Genética Médica.

Estudio molecular

Para la identificacion de la variante alélica CYP2D6*6 se estandarizg, en el
laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Genética Médica, un PCR
multiple o tetra-primer utilizando la metodologia descrita por Hersberger y
colaboradores.® En la Tabla 1 se muestra la secuencia de los iniciadores usados.

Tabla 1. Iniciadores usados en este estudio para las reacciones
de PCR tetra-primer

Iniciador *Posicion 5' Secuencia *Posicion 3'
1 1388 TCCCAGCTGGAAT CCGGTGTCG 1409
2 2137 GGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCT 2114
11 1808 TCCTCGGT CACCCA 1795
Tmut 1782 GTCGCTGGAGCAGG 1795

*Posicion con respecto a la secuencia del gen CYP2D6 humano (GenBank N® de
acceso M33388). La secuencia de los iniciadores se muestra de 5'-3'.
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Para la deteccion del alelo *6, las reacciones se llevaron a cabo en voliUmenes de
25 L que contenian 1x de solucion tampon de la polimerasa, 1 mM de MgClI2, 0, 2
mM de dNTPs, 0,4 uM de cada cebador, 2,5 U de Taqg ADN Polimerasa y de 50 a
100 ng de ADN gendmico.

Las condiciones del PCR multiple fueron las siguientes: 10 min a 94°C, seguido de
15 ciclos a 94°C por 30 seg, 63°C por 30 seg, y 72°C por 60 seg. En un segundo
paso se siguié con 27 ciclos de 94°C por 30 seg, 53°C por 30 seg, y 72°C por 60
seg, con una extension final a 72°C por 7 min. El producto del PCR se verificd a
través de corridas electroforéticas en geles de agarosa al 2 %, a 150 V durante 1h
30 min, tefiidos con bromuro de etidio.

Analisis estadistico

La frecuencia génica del alelo CYP2D6*6 fue calculada a partir de los genotipos
observados. Para definir si las frecuencias genotipicas y génicas de la muestra en
estudio se encontraban en equilibrio génico de Hardy- Weinberg (H-W) se calculé el
Ji cuadrado (x?) de Mantel Haenzel (gl=1) y la prueba exacta de Fisher. Se aplicé el
test de diferencia de proporciones para la comparacién de la frecuencia del alelo
CYP2D6*6 con otras poblaciones. El nivel de significacion estadistico utilizado fue
de a=0,05 y el paquete de analisis estadistico usado fue Statistica Version 7.0.

RESULTADOS

Se identificaron tres alelos CYP2D6*6 entre los 183 individuos estudiados, lo cual
corresponde a una frecuencia génica de 0,008. Al observar la Tabla 2 podemos
comparar este resultado con otros estudios realizados en diferentes poblaciones.

Tabla 2. Frecuencia del alelo CYP2D&*6 en diferentes poblaciones 512

Frecuencia del

Poblaciones M alelo (%) Referencia
g::tiiiiilje(r:faglam 100 0,005 Griman y colaboradores
Chile 40 0,0125 Kramer y colaboradores
Espafia 327 0,031 Llerena y colaboradores
Colombia 121 ] Isaza y colaboradores
Cubanos blancos 130 0,008 Llerena y colaboradores
Cubanos mestizos 126 0,012 Lerena y colaboradores
Micaragua 196 i Uerena y colaboradores
Rusia 290 0,009 Gaikovitch y colaboradores
Italia 360 0,013 Scordo vy colaboradores
Francia 514 0,009 Sabbagh vy colaboradores
M: nimero de individuos incluidos en el estudio * p<0,05

En la muestra estudiada el genotipo mas representado fue el homocigético para el
alelo salvaje (Tabla 3). La distribucién de las frecuencias genotipicas observadas, se
corresponden con las esperadas, segun la Ley de Hardy Weinberg.
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Tabla 3. Distribucion de las frecuencias genotipicas relacionadas con el CYP2D6*6
en una muestra de poblacién cubana, 2013

Frecuencias

Numgro de Frecuencia genotipica Absolutas Frecuencia genotipica

Genotipo individuos chservada Esperadas e_s_pet_’ada
P observados perada (Equilibrioc H-W)
_ (Equilibrio
(n=183) . .
Frecuencia IC (95%) H-W) Frecuencia IC (95%)
Alelo
iﬁlfoale" e 0,98 (0,95-0,99) 179 0,98 (0,94-0,99)
salvaje
Alelo
salvaje/ 3 0,02 (0,003-0,04) 4 0,02 (0,006-0,05)
ES
6

*6/*6 0 0 (0,00-0,002) 0 0 {0,00-0,002)

X2=0,2555 gl=1 p=0,613169

DISCUSION

La enzima CYP2D6 es crucial en el metabolismo de muchos medicamentos; ahi
radica la importancia de su estudio en el campo de la farmacogenética. El gen
CYP2D6 que codifica esta enzima es muy polimérfico, se han identificado al menos
50 variantes alélicas.® Las frecuencias de los alelos mas frecuentes son diferentes
en cada grupo étnico,' por lo que resulta esencial determinar la prevalencia de los
polimorfismos de CYP2D6 en cada poblacién. En relacion con el origen étnico de la
poblacién cubana, es importante sefialar que las islas del Caribe, incluyendo Cuba,
fueron las primeras habitadas por meso-americanos y, mas tarde, por amerindios
que se plantea, procedian de Venezuela.'*'® Los colonizadores espafioles caucéasicos
extinguieron la poblacion amerindia e introdujeron los negros esclavos del Este de
Africa y Africa subsahariana, por lo que la composicién genética de la poblacion
cubana, es resultado, fundamentalmente, de la mezcla de espafioles caucasicos y
negros africanos.’ En nuestro estudio se analizé una muestra que incluyé
individuos de todo el pais, sin dividirla en funcion del color de la piel, porque
justamente este mestizaje de la poblacién cubana, hace que en individuos
fenotipicamente blancos o negros, aparezcan genes de procedencia caucasica o
africana, de modo indistinto.*® La frecuencia génica resulté igual a la obtenida por
Llerena y colaboradores® en el grupo de cubanos blancos (0,008). En este articulo
citado, la poblacidon cubana fue dividida en dos grupos: cubanos blancos (individuos
con los cuatros abuelos de origen caucasico), y cubanos mestizos (el resto que no
cumplia esta condicidén). En el grupo de cubanos mestizos el valor de la frecuencia
del alelo fue superior (0,012). Sin embargo, tal como mencionamos, no se puede
descartar que en los cubanos blancos, incluidos en la investigacién que citamos,
haya genes de procedencia africana.

En contraste con el origen étnico de nuestra poblacion, la frecuencia que
reportamos en este estudio tiene diferencias estadisticamente significativas con la
frecuencia del alelo CYP2D6*6 en la poblacién espafiola estudiada por Llerena y
colaboradores.® (p=0,0366)

Hay otras poblaciones citadas en las que no se ha hallado este alelo, tal es el caso
de las muestras de nicaragiienses y colombianos estudiadas. & °

En nuestro caso, la muestra analizada resulta Util como muestra de controles para
futuros analisis de asociacion alélica, dado que es representativa de la poblacion
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general, pues cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg para este alelo.
No obstante, es necesario completar el analisis de otras variantes alélicas, tales
como *3, *4 y *5 de CYP2D6, que junto con la variante analizada abarcan
alrededor de 97 % de los genotipos metabolizadores lentos.

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben
observarse en la poblacidén para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los
alelos. En condiciones habituales, si la transmisidn de los alelos de los progenitores
a los descendientes es independiente y no ocurren otros fendmenos como la
aparicidon frecuente de nuevas mutaciones o la seleccién de alelos, la probabilidad
de observar un genotipo depende del producto de las frecuencias de cada alelo.

CONCLUSIONES

La distribucion de las frecuencias genotipicas observadas, se correspondieron con
las esperadas segun la Ley de Hardy- Weinberg. El uso de la genotipificacion para
determinar la capacidad metabdlica de la enzima CYP2D6, y otras enzimas
metabolizadoras de farmacos, sera una parte integral del cuidado de cada paciente
y su manejo terapéutico. La creacién de bases de datos donde se registre la
capacidad metabolizadora de los individuos frente a los medicamentos de uso
comun, nos encaminara hacia la era de la Medicina personalizada, facilitando su uso
en la practica clinica, e implicarad a su vez una farmacoterapia individualizada.
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