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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del problema

El estudio de las variedades o mutaciones del gen CYP2D6 y otros estan inmersos
en el campo de la farmacogenética, ciencia que busca la aplicabilidad del
conocimiento preventivo de estas variaciones génicas para una medicacion racional,

es decir, una dosis adecuada y especifica para cada individuo.®

Existen investigaciones que han determinado las variaciones poblacionales del gen
CYP2D6 en poblaciones europeas, norteamericanas, asiaticas y africanas @. En
Sudameérica se han determinado estas variantes poblacionales en Brasil @), Chile @,

Uruguay ©), Colombia ©®), Venezuela (", Argentina y Paraguay ©.

En el Peru, investigaciones previas han logrado por respuesta en cadena de la
polimerasa (PCR), estandarizar el incremento de 7 de los 9 exones del gen CY2D6.
©) No obstante, todavia no se han detectado alteraciones en los resultados de las

investigaciones que hayan detectado alguna variante del gen CYP2D6.

La localizacién del gen CYP2D6 situado en el cromosoma 22, teniendo una posicion
22013.1, por lo comun consta de un gen activado y dos pseudogenes. El gen CYP2D6
es gran medida polimorfico y se ha reconocido por lo menos 50 tipos alélicos

diferentes @,

CYP2D6 es una familia del citocromo P450, estd comprendida en el metabolismo de

una extensa serie de medicamentos de uso clinico, como neurolépticos, inhibidores



selectivos de la re obtencion de serotonina, antidepresivos y beta-blogqueantes, como

también de algunas sustancias endégenas ™.

Los alelos deficientes mas usuales, que acarrean como resultado la falta de la enzima
CYP2D6 o una modificacién de su quehacer enzimatico son CYP2D6*3, *4, *5 *10 y
*17. El polimorfismo genético, de esta enzima monocrosomal genera diferentes
subtipos de individuos en la poblacién: metabolizadores rapidos, metabolizadores
intermedios y metabolizadores lentos, que no coinciden en la disposicién de llevar a

cabo una reaccion de oxidacion de los farmacos @),

De esta manera, cuando un sujeto es un acetilador lento, va almacenar metabolitos
en sangre, lo cual pueden generar reacciones adversas, cancerigenas, toxicas, hasta
mortales, influyendo en su seguridad. Originando, que las personas presenten este
fenotipo siendo mas propensas a sufrir reacciones adversas frente a la administracion
de farmacos. Adversamente, si un farmaco disminuye o anula su eficacia o, en
ocasiones, se convierte en toxico es por causa que este sea un acetilador rapido,

biotransformando el xenobidtico en un metabolito inactivo o mas hidrosoluble ©®),

Por lo antes citado el préximo paso es llegar a detectar y determinar frecuencias
alélicas (mutaciones) de este gen en la poblacién peruana. Con este fin, se pueden

usar técnicas como el secuenciamiento genémico.

Si se lograra instaurar la regularidad de este gen CYP2D6 T en poblaciones peruanas,

se garantizaria un oOptimo tratamiento farmacolégico al reducir potencialmente la



cantidad de sucesos adversos y mejorar el resultado terapéutico mediante una dosis

individualizada.

Desde este punto de vista es importante y necesario evaluar el polimorfismo del gen

Ccyp2d6 en pacientes peruanos.

1.2 Formulacién del problema
¢,Cual es la frecuencia del polimorfismo del exén 9 del gen metabolizador del farmaco

CYP2D6 en pobladores peruanos?

1.3 Objetivos

Objetivo general
Determinar la frecuencia de polimorfismos del exon 9 del gen metabolizador de

farmacos CYP2D6 en pobladores peruanos.

Objetivos especificos

Detectar nuevas mutaciones en el exon 9 del gen CYP2D6 en pobladores peruanos.

Comparar las frecuencias de mutaciones del exon 9 del gen CYP2D6 entre

pobladores peruanos.



Comparar si la frecuencia de polimorfismos en el gen CYP2D6 en las poblaciones

peruanas elegidas es semejante a la ubicada en la poblacion hispéanica.

1.4 Justificacion

La buena praxis en la terapéutica médica es un habito que se practica desde épocas
inmemorables, sin embargo, el avance avasallante del conocimiento cada vez pone
mas de manifiesto una serie de factores que no se tienen en cuenta e influyen, tanto
en el inicio como en el transcurso de la terapéutica farmacologica, pudiendo generar

como impacto: mala praxis, morbilidad y mortalidad.

Asi, en paralelo al impacto del descubrimiento del genoma humano, se van
conociendo factores genéticos que intervienen en los procedimientos de salud y

enfermedad.

Hoy sabemos que las mutaciones del gen CYP2D6 inciden en la respuesta del
hombre hacia los farmacos, asi la administracion de una misma dosis genera
respuestas variables entre las poblaciones e intrapoblaciones, repercutiendo en la

seguridad y eficiencia de la terapéutica.

Conocer las variantes genéticas del gen CYP2D6, permite prevenir reacciones
adversas medicamentosas, como también mejorar la eficiencia terapéutica, e
individualizar segun la constitucién biolégica de un individuo la dosis farmacolégica a

su real medida.

La finalidad del presente estudio es manejar las necesidades médicas justificadas y
actuales, de igual forma, lograr una contribucion directa al area de la salud. Por otra

parte, con el producto de la investigacion se aspira producir una recoleccién de datos



gue nos ayude la evaluacion de la diversidad genética en los peruanos, dado que,

especificamente, determinaria polimorfismos del gen CYP2D6 a nivel poblacional.

1.5 Viabilidad y factibilidad

Este estudio es viable porque el Centro de Genética y Molecular cuenta con
protocolos estandarizados para la extraccion de ADN de muestras de sangre, para
realizar PCR de los exones 7 del gen CYP2D6 y para realizar pruebas de

secuenciamiento.

Ademas, este estudio es factible por lo que se recibid capacitacion en el Centro de
Genética y Molecular de la Universidad de San Martin de Porres — Facultad de
Medicina desde enero de 2009 hasta la actualidad. Es importante mencionar que se
cuenta con el acceso y disponibilidad de la tecnologia del Centro de Genética y
Biologia Molecular de la Universidad de San Martin de Porres - Facultad de Medicina

Humana.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Buzkova H, et al. (2008), publicaron una investigacion sosteniendo que al concertar
el genotipo de CYP2D6 se puede emplear para presagiar el fenotipo CYP2D6 y de
esta manera argumentar ciertas anomalias en la respuesta a los farmacos que en
consecuencia se podria mejorarla terapia farmacolégica. Por esa razén, definieron
gue la reiteracion de variantes alélicas del gen CYP2D6, funcionalmente es de suma
importancia en toda la poblacién Checa, con la finalidad de predecir la prevalencia de
fenotipos de metabolizadores ultra-rapidos y escasos. Estudiaron el ADN de 223
voluntarios sanos siendo hombres y mujeres sin relacion, para asi, obtener la
presencia de CYP2D6 *6, *5,*4, *3 y genes duplicados. Las frecuencias en la
poblacién de los alelos variantesfueron 0.22%, 3.14%, 22.87%, 1.12% y 3.14% para
CYP2D6*6, CYP2D6*5, CYP2D6*4, CYP2D6*3 y CYP2D6*MXN, siendo
respectivamente. Quince sujetos presentaron dos alelos variantes que implicaun
metabolismo pobre, ochenta y cuatro sujetos fueron heterocigotos metabolizadores
extensos. Los alelos variantes distribuidos cumplen con el equilibrio de Hardy—
Weinberg y concretaron que las frecuencias funcionales de los alelos variantes del

CYP2D6 en poblacién Checa coinciden con otras poblaciones Caucasicas (19,

Aydin M, et al. (2016) publicaron una un estudio donde se analizaron las variantes del
genotipo CYP1Aly CYP2D6 y las frecuencias del alelo por PCR-RFLP en individuos
turcos, descubrieron que la frecuencia relativa del alelo mutante de la CYP1A1*2A
erade 15,4 % y en los alelos mutante sera de CYP2D6*3 y *4 fueron 2.5% y 13.9%

correspondientemente, siendo este estudio en dar los primeros resultados de



CYP1Al y CYP2D6 perteneciente a la distribucion de los alelos mutantes en la
poblacion turca, estos resultaron proporcionan un entendimiento de los estudios
epidemioldgicos que se relacionan desde los puntos de vista tanto terapéuticos como

etioldgicamente de distintos tipos de tumores malignos en pacientes turcos @9 .

Luna Avilés I, et al. (2007) publicaron en una investigaciébn para evaluar la
susceptibilidad genética en los efectos genotéxicos perteneciente a los plaguicidas,
entonces para ellos, tomaron en cuenta 4 muestras al azar de sujetos controles y
expuestos. Llevaron a cabo primeramenteun aislamiento del ADN guiandose del
protocolo admitido por la Seccion de Gendmica de Cancer del Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos de América con algunos cambios. Posteriormente una
amplificacion por reacciones en cadena de la polimerasa, dado los segmentos de
importancia empleando cebadores especificos planificados en el CBM-UCA por el
MSc lan Roustan Espinoza, empleando el software Biology WorkBench 3.2,
Oligonucleotid Property Calculator y Primer 3; para que sean identificados los
polimorfismos del 6 gen CYP2D6. Finalmente se llevd a cabo el reconocimiento de

las bandas de ADN utilizando la electroforesis y revelado en luz ultravioleta 12,

Gonzalez I, et al. (2007) publicaron una investigacion analizando las diferencias inter-
étnicas del polimorfismo metabdlico de hidroxilacion de debrisoquina en 260 cubanos
voluntarios sanossiendo comparando con la de los espafioles y evidenciaron la
presencia de 2 fenotipos del CYP2D6 en la poblacion cubana y en la frecuencia de

metabolizadores ultra-rapidos con respecto a los espafoles. Analizaron el indice



metabdlico (IM) (divididos en blancos y mestizos) que fueron comparados con 925
espafioles sanos voluntarios. La frecuencia de metabolizadores lentos fue semejante
entre cubanos y espafioles (un 4.6 y un 4.9%, respectivamente). Sin embargo, la
prevalencia de metabolizadores ultrarrapidos (IM < 0,1) fue menor en cubanos (3.8%)
gue en espafioles (5.2%). El IM en metabolizadores rapidos fue mayor (p < 0.05) en
los mestizos que en los cubanos blancos. En los espafioles determinaron que la
frecuencia de ML es del 4.9% siendo similar a la de otras poblaciones caucasicas y

superior con respecto a la poblacion de los chinos y orientales 13,

Cortés A, et al. (2007) publicaron una investigacion, donde se evaluaron 21 muestras
de ADN, el genotipo de CYP2D6 a través del AmpliChip CYP450 vy los resultados
obtenidos fueron comparados por medio de un método convencional observaron en
15 de las muestras evaluadas, una coincidencia total de los resultados adquiridos por
ambos métodos mencionados. Cinco de las seis muestras con resultados distintos
presentaron alelo *2 por método tradicional y alelo *35 por AmpliChip CYP450. El
AmpliChip CYP450 permitié determinar la presencia de los alelos mas esenciales en
un periodo de tiempo corto siendo fiable para el genotipo del gen CYP2D6. La matriz
de AmpliChip CYP450, abarca mas de 15000 sondas de oligonucleotidos y permite
detectar 33 alelos CYP2D6; 24 de ellos se caracterizan por cambios en un solo
nucleétido, (*2, *3, *4, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *14A, *14B, *15, *17, *19, *20, *25, *26,
*29, *30, *31, *35, *36, *40 y *41), siete alelos poseen duplicaciones del gen ( *1xN,
*2XN, *4xN, *10xN, *17xN, *35xN y *41xN) y se denomina alelo *5 al portador de la
eleccion del gen. Concluyeron que por este método la asignaciéon de alelo *35 en

estas muestras es mas adecuada ya que, el polimorfismo adicional que identifica



dicho alelo no se detecta por métodos convencionales. En la Udltima muestra
discrepante por método convencional se obtiene un patrén genotipico *1/*4 y la matriz
es capaz de detectar la presencia de alelo *4 pero no determina el otro alelo. La

asignacion de la existencia del alelo *1 por defecto se interpreté como incorrecta 4.

Schaeffeler E, et al. (2003) publicaron una investigacion donde desarrollaron un
novedoso método para determinar la dosis gen CYP2D6 por genoma. El ensayo de
PCR TagMan para amplificar especificamente genémica 7 a tiempo real CYP2D6 fue
establecida mediante el uso de un conjunto especifico de cebadores de amplificacion
y la sonda, que se encuentra en el exdn 9, que prevenir eficazmente la amplificacion
de pseudogénes CYP2D7 y CYP2D8. Amplificacion CYP2D6 cuantitativa los datos se
normalizaron a la albimina como un gen de referencia interna que se coamplifican
simultdneamente en un ensayo biplex en un solo tubo. El ensayo se validé con una
seleccion de muestras de ADN previamente genotipo contiene ninguno, uno, dos, o
tres copias del gen CYP2D6. Los resultados fueron altamente reproducible y
estrechamente emparejado el nUmero de genes con ningdn solapamiento entre los
grupos. El andlisis mostro una alta sensibilidad y especificidad para muestras de ADN
gue contienen todos los principales alelos y genotipos y demostrando que se puede
determinar la presencia de alelos CYP2D6n2*2 (duplicacion de genes) y CYP2D6*5
(gen supresor). La previsibilidad de la nueva estrategia fue evaluada de forma
sistematica. La semiautomatzacion del Ensayo TagMan permite el alto flujo de
muestras y sera util para los estudios de farmacogenética como también para ajustar

los diagndsticos clinicos (%),



Guzman V, et al. (2006), hicieron una revision sistemética a los articulos en el idioma
espafiol, inglés y portugués, publicados hasta el 30 de junio de 2005, de las bases de
literatura biomédica PubMed, Excerpta Medica, LILACS y SciELO. Ellos evaluaron la
influencia de factores bioldgicos y sociales del hospedero en el comportamiento de
este complejo enzimético y la relacion entre los factores genéticos y fenotipicos del
sistema enzimatico del citocromo P450 y la respuesta terapéutica a cuatro
antimaléaricos: cloroquina, la amodiaquina, la mefloquina y el proguanil. Se usaron los
siguientes descriptores: “CYP-450" y “citocromo P-450" y sus combinaciones con
cada uno de los antimalaricos en estudio, luego “farmacocinética de proguanil” y
‘resistencia a proguanil” de cada una de las drogas, luego se buscaron los
descriptores “metabolismo”, “farmacogenética”, “enfermedad”, ‘“inflamacién”,
“‘infeccion”, “enfermedad hepatica”, “malaria”, “nutricion” y “desnutricion”. Estos
mismos términos se buscaron en inglés. Encontraron que algunos factores genéticos
del citocromo P 450 humano, tal como de otros, ya sea de tipo biolégico y social,
influyen en la funcion de ese complejo enzimatico en biotransformacion de la
amodiaquina y de la cloroquina. Encontraron que la eficacia terapéutica a los

medicamentos antimalaricos es un proceso multifactorial y poco conocido (26,

Ford G et al. (2003) publicaron una investigacion donde trataron de determinar si
CYP2D6 (hidroxilasa debrisoquina) o CYP2C19 (S-mefenitoina hidroxilasa) es un
factor de riesgo para la cardiotoxicidad de 8 terodilina, de cuya concentracion
dependiente los cambios en el segmento QT. Los ocho pacientes sobrevivieron a la
taquicardia ventricular o taquicardia ventricular en pointes, luego de haber recibido

tratamiento con terodilina y la prevalencia del genotipo se compard con el de la

10



poblacion general. Los resultados determinaron que un paciente era un metabolizador
pobre del CYP2D6 siendo CYP2D6*4 homocigotos y otro era heterocigoto para
CYP2D6*4 que correspondia a la frecuencia ligeramente menor para estos genotipos
en la poblacion general (P=0.31). En el caso de CYP2C19, un paciente era un pobre
metabolizador y cuatro eran heterocigotos para la variante CYP2C19*2 alelo, en
comparacién con las frecuencias de la poblacion general de 2% y 23%,
respectivamente (P=0.035). Concluyeron que el metabolismo pobre de debrisoquina
no es el principal responsable de la cardiotoxicidad de terodilina. Sin embargo, el alelo
CYP2C19*2 parece contribuir a reacciones cardiacos adversos a terodilina, de esta
manera demostraron la contribucién de los genotipos que afectan el metabolismo de
la terodilina en la aparicion de reacciones adversas poco comunes de este

medicamento 7.

Fité R, et al. (2015) publicaron una investigacion donde se evalué la constancia alélica
de las variantes CYP2D6*4, *6 y *10, en 21 personas menonitas en el pais
centroamericano de México y se encontré que después del genotipo *1/*1 (0.57), el
mas constante fue el *1/*4 (0.33). La frecuencia de la variante alélica *10 (0.05) en
esta poblacion fue semejante a la descrita en poblacion rusa (0.042) y mas elevada

que la descrita en alemanes (0.015) (8),

Roco A, et al. (2014) publicaron una investigacion en Venezuela donde se

compararon las frecuencias obtenidas con poblaciones de otros paises y se encontrd

11



que el alelo mas dominante fue CYP2D6*4 con 16.5%, se encontré una diferencia

significativa con la reportada en pobladores asiaticos *9).

Se hizo una revisibn de la bibliografia en National Center for Biotechnology
Information y no se encontr6 ninguna investigacion del gen CYP2D6 en los
pobladores peruanos. Tampoco se encontrd ninguna aplicacion de la técnica de

secuenciamiento para encontrar mutaciones en el gen CYP2D6.

2.2 Bases teoricas

El complejo enziméatico CYP

Posee 144 enzimas repartidas en diferentes organos y tejidos, sobre todo en las
membranas endoplasmaticas del higado. Cada una de las enzimas estan constituidas
mediante los siguientes elementos como; grupo proteinico determinado hémico del
tipo ferroprotoporfirina IX, cadena polipeptidica encriptada por un solo gen, enzima

flavoproteinica sujetada a la NADH y el Citocromo b5 29,

Las enzimas dependen de la familia, para poseer una nomenclatura, la sub-familia y
el gen que las codifica. La familia esta constituida por un conjunto de enzimas con
una estructura homodloga de 35 a 40% y se refleja por un namero arébico
predeterminada de la sigla CYP. Las subfamilias enzimas constituidas por una
homologia de 65 a 70% se reconocen a través de la adicién de una letra mayuscula,
por ejemplo, CYP3A, CYP2C, siendo la subfamilia CYP3A, la mas abundante en los
humanos y cumpliendo un rol principal en el metabolismo de los medicamentos 2. El
gen que codifica una enzima se enlaza agregando un nimero arabico y utilizando

letra cursiva (?2,

12



Es importante destacar que gracias a la experimentacién en animales y cultivos
celulares se demostré que diversos quimicos son capaces de inducir a las P450. Por
el contrario, la induccion In vivo en humanos no ha sido llevada a cabo con la misma
facilidad, debido a que hay una notable carencia de parametros farmacocinéticos de

diagndsticos para varios P450 %3,

Ademas, se han realizado estudios en ratones modificados genéticamente mediante
inductores e inhibidores de esta enzima, lo cual aporta una clara evidencia de que la
alteracion en su actividad puede modificar la sensibilidad de los ratones a diversos
productos quimicos. Son incuestionables los efectos de la variabilidad de P450 en la
toxicidad quimica y el riesgo de cancer, a pesar de ello, demostrar la relacion con la
enfermedad humana ha sido dificil. Actualmente se busca la identificacion de SNPs

como base de asociaciones epidemioldgicas a diferentes enfermedades 4,

Las integrantes de esta gran familia de enzimas son las siguientes:

— La P450 1Alque se encuentra principalmente en el higado fetal, pulmon,
placenta y células sanguineas periféricas y esta asociada con susceptibilidad
al cancer pulmonar en los fumadores 9.

— La P450 1A2 de la cual se conocen al menos 13 variantes de sus alelos, tiene
una de las mas altas expresiones en los sistemas bacterianos y esta asociada
con el aumento de cancer de colon 9.

— La P450 1B1 tiene una variante asociada con el glaucoma y es posible
activador de carcindgenos 9,

— La P450 2A6 cataliza una hidroxilacién de la nicotina que produce precursores
de carcinégenos pulmonares y se conoce que tiene efectos en cancer

pulmonar y esofagico 3.

13



La P450 2A13 se expresa en higado y otros tejidos como: mucosa nasal,
pulmén, traquea, cerebro, mama, etc., cataliza diversas reacciones, la mas
importante de ellas relacionada al tabaco, a la carcinogénesis .

La P450 2B6 se encuentra en el higado, intestino delgado y puede oxidar
algunos contaminantes ambientales ).

La P450 2C8 se expresa en higado y rifién, tiene un rol importante en la
oxidacién hepatica y renal de los acidos: retinoico y araquidénico @9,

La P450 2C9 es una de las mas relevantes en lo que respecta a metabolismo
de farmacos. Se expresa en higado e intestino delgado @,

La P450 2C18 se expresa en pulmon y piel. Tiene una actividad farmacoldgica
limitada, debido a su baja expresion ¢,

La P450 2C19 se expresa en el higado, representa menos del5% del total de
P450, es una enzima inducible por Rifampicina. Se diferencia de la P450 2D6
por ser polimérfica e inducible y es responsable de la hidroxilacién de drogas
de efecto teratdgeno ).

La P450 2D6 es una de las enzimas fundamentales para el metabolismo de las
drogas. Fue el primer metabolizador xenobidtico reconocido. Se encuentra en
el higado, pero también en el cerebro. Se encarga de la oxidacién del 25% de
todas las drogas oxidadas por la P450. En el higado fetal existe poca cantidad
de P450 2D6, sin embargo, después del nacimiento se aprecio un incremento
rapido de proteinas. No es inducible a diferencia de la P4502C19 y tiene baja
habilidad para metabolizar la Debrisoquina. Cataliza muchas reacciones
oxidativas. La Quinidina es su inhibidor mas estable. En 1984 Se le asocio con

cancer pulmonar (en fumadores), pero estudios posteriores afirmaron que esta

14



enzima no tenia ninguna asociacion. También existen los auto-antigenos como
el (LKM1), que estan asociados con algunos casos de Hepatitis %5

— La P450 2F1se expresa principalmente en los pulmones y tiene la habilidad de
activar potenciales toxicos pulmonares 5.

— La P450 2J2 se aisl6 en un inicio en el higado humano, sin embargo, su mayor
expresion se da en el corazén 9.

— De las P450 2R1, P450 2U1, P450 2W1no se tiene mucha informacion, pero
los genes CYP2R1, CYO2ULl y CYP2W1 se han identificado en el genoma
humano ).

— La P450 2S1 se encuentra en la traquea, pulmones, en el pulmon fetal,
estomago, intestino delgado y bazo 9.

— La P450 3A4 se expresa principalmente en el higado e intestino delgado, asi
como en tejidos extra hepaticos como en pulmones, estbmago y colon, ademas
en rifdn, préstata, testiculos y timo 9,

— P450 3A4, la cual se encuentra en menor cantidad. Sin embargo, luego del
nacimiento, esta enzima aumenta rapidamente. Ademas, esta enzima se
expresa también en algunos tumores. Tiene mayor actividad catalitica que las

demas enzimas 29,

También es indispensable adentrarse en los estudios de la estructura genética de la
comunidad del Perd, la cual se establece por el conglomerado de, fundamentalmente,
europeos meridionales, africanos occidentales e indigenas americanos. Al igual que
el resto de Latinoamérica, los pueblos mestizos no estan cerca de ser homogéneas.

Asimismo, a partir del siglo XVI, se han incorporado ademas no solo el proceso de
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mestizaje sino también, distintas facciones étnicas de diferentes fuentes tales como

chinos, italianos, judios, otros latinoamericanos, entre otros. ®

Alteracién del CYP en ciertas patologias
La manifestacion de las distintas especies de CYP son reconditamente modificadas

afectando la enfermedad 4.

Existe un conocimiento limitado de la consecuencia de las enfermedades ante la labor
del CYP en los humanos, dado que hay numerosos hallazgos que revelan que el CYP

se localiza modificado en modelos animales de diabetes, hipertensién y obesidad 4.

Los estudios realizados en animales no se pueden extrapolar o conjugar a humanos,

debido a que existen escasos datos para el estudio in vivo.

Funcion cardiovascular e hipertensién: Acido araquidénico (AA) metabolizado por
monooxigenasa, lipooxigenasas y CYP, de esta ultima genera dos productos, acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs) y el acido 20-hidroxi-eicosatetraenoico (20 HETE)
compuesto, que posee un rol critico en la moderaciéon del funcionamiento pulmonar,
renal, cardiaca y el tono vascular. Estos metabolitos del AA cooperarian en el dominio
del volumen o formacion de los liquidos corporales y, asimismo abarcando la
fisiopatologia de la hipertension arterial que son las propiedades vaso activas y en la
emision del flujo de iones y eliminacion de sodio y agua. En animales de
experimentacion algunas EETs cumplirian el papel de vasodilatadores mientras en
gue las HETEs el papel de vasoconstrictoras y de natriuresis, pero en humanos se

producen mayor cantidad de HETEs que de EETs a nivel renal (2,
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Inflamacién e infeccion: Numerosos estudios de enfermedades inflamatorias o
infecciosas (la influenza, las infecciones por adenovirus o la malaria) aminoran el

metabolismo de drogas en humanos, produciendo graves consecuencias clinicas 9.

Diabetes mellitus: La constancia de la manifestacion hepética del CYP 2E1 y 4Al
fue lo mas investigado. Se menciona que la hipercetonemia seria el factor que mas
se inclina al CYP 2E1 vy, por otro lado, el incremento en los estados plasmaticos y
tisulares de los acidos grasos ocasionados en la diabetes, serian los encargados de

incitar a las enzimas CYP4A (29,

Obesidad: Realizando estudios en roedores obesos genéticamente, como por
ejemplo las ratas Zucker (fa/fa) y los ratones ob/ob. Ambos roedores marcados
respectivamente, hiperlipidémicos e hiperinsulinémicos desarrollando diabetes tipo 2
poseyendo leve elevacion en la glicemia, sin presentar hipercetonemia. En el higado
de individuos obesos humanos, sin presentar diabetes, se hallé que la actividad del

CYP2EL1 estaba acrecentada (29,

El gen CYP2D6

Se conoce como cluster a un grupo de dos o mas genes que codifican el mismo
producto, o productos similares. El cluster CYP2D contiene al gen CYP2D6 y a los
pseudogénes CYP2D7 y CYP2D8. Estos tres genes son similares en un 92-97% de

sus nucledtidos a lo largo de sus intrones y exones 7,

El gen CYP2D6 ya ha sido secuenciado y se reconoce que se encuentra en el

cromosoma 22g13.1, y se conoce que tiene 9 exones®. El gen es altamente
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polimorfico en la poblacion; muchos alelos resultan en el fenotipo del metabolizador

pobre, caracterizado por la baja capacidad de metabolizar los sustratos 22,

Las mutaciones mas frecuentes de este gen son los SNPs, o mutaciones puntuales
de una sola base nitrogenada®. Existen diversos métodos para analizar los SNPs:
usando PCR, allele-specific PCR con energy-transfer primers y capillary array

electrophoresis microchips, y creando circuitos eléctricos con DNA para detectar SNP

(29),

El interés por el estudio del gen CYP2D6 es debido a su gran polimorfismo y a la gran
cantidad de farmacos que metaboliza su enzima, relacionados a enfermedades del

SNC y cardiovasculares 9.

Los alelos del gen CYP2D6
Numerosos estudios que identifican la frecuencia de estos alelos en diferentes
poblaciones nos revelan que hay una gran variacion de estas frecuencias entre razas

y lugares geograficos 24,

De esta manera, entre la poblacion caucéasica, el 5-10% de la poblacién es
metabolizador pobre, causado principalmente por los alelos mutantes CYP2D6*3,
CYP2D6*4 y CYP2D6*5. En sujetos africanos, el CYP2D6*17 es muy comun y
causante de actividad disminuida de la enzima. Entre los asiaticos, hay poca cantidad
de pobres metabolizadores (0-2%), hay una ausencia casi total de CYP2D6*3 y

CYP2D6*4, y una gran prevalencia de CYP2D6*10 y CYP2D6*14 (),

La enzima CYP2D6
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La enzima CYP 2D6 tiene un peso molecular de 55769 Da y 497 aa. Esta proteina se
localiza en el reticulo endoplasmatico y es conocida por metabolizar mas del 20% de
las drogas prescritas mas comunes. Sus sustratos incluyen debrisoquina,
bloqueadores adrenérgicos, esparteina y propafenona (ambas drogas antiarritmicas),

amitriptilina y antidepresivos @b,

Para medir la actividad de la enzima CYP2D6 en una persona, se puede usar el
metabolic ratio (MR) de varios farmacos. Comiunmente se usa dextrometorfan o

debrisoquina @4,

2.3 Definicidn de términos basicos

Genética: Es el analisis de la variacion y la propagacion de caracteristicas, ya sea de
una generacion u otra. En este concepto, el término variacion se refiere a la variacion
genética; por lo tanto, la jerarquia de valores probables para una caracteristica

cuando esta siendo afectada por la herencia @9,

Polimorfismos: Es de caracter mendeliano es decir monogénico, que se manifiesta
a partir de dos maneras alternas en una poblacién. Su cimiento se encuentra en el
proceso de conversiones (mutaciones), no obstante, su conservacion no puede
pertenecer a la constancia de una mutacion.

Podria ser posible, hablar de polimorfismos cromosémicos o de otros, en alteraciones
de la secuencia de ADN, y solo quedaria el establecimiento de una regla de

evaluacion de modo cuantitativo @2,
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Farmacogenética: Es el andlisis de los cambios hereditarios de las proteinas que se
interrelacionan con la farmacocinética y la farmacodinamia del farmaco. A causa de
la relevancia de este espacio, es que surge la definicién de la medicina personalizada

que permite elegir farmacos 6ptimos segln la constitucion genética del individuo 2.
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CAPITULO lll: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Formulacién de la hipétesis

En este estudio no requiere de hipétesis por ser una investigacion de tipo

descriptivo.

3.2 Variables y su operacionalizacion

Escala
. S, Ti Indi i Medi
Variable Definicion Ipo por suj Indig d? . Categorias y .e‘.jlo de
naturaleza| ador, medici6 sus valores verificacion
n
Presencia Silvestre
demostrada de homocigoto
., variantes o Mutacién
Mutacion en . .
mutaciones en el heterocigota
los alelos 9 o .
exon 9 del gen | Cualitativa | Ww | nominal o
del gen CYP2D6 mediante Secuenciacion
CYP2D6 . Mutacién
electroforesis en ;
A homocigota
gel con gradiente
desnaturalizante
Presencia
Genotipo del demostrada de Genotipo
gen genotipos del gen| Cualitativa | Gg | nominal expresado en Secuenciacion
CYP2D6 CYP2D6 mediante alelos.
secuenciamiento.
. Nombre del Ficha de
Procedencia el lugar de donde I . -
e . Cualitativa | - nominal lugar de recoleccion de
Geogréfica habita la persona .
procedencia. Datos
Nombre del Ficha de
Lugar de El lugar donde I . -
. L Cualitativa | - nominal lugar de recoleccion de
Nacimiento nacié la persona S
nacimiento Datos
leve
Antecedente | Reaccion no usual .
de reaccioén roducto de la Ficha de
P L cuantitativa | RAM| nominal Moderada recoleccion de
Adversa a aplicacion de un
. , Datos
Medicamento farmaco
severa
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Tipos y disefio
Es una investigacion de tipo descriptivo, observacional, transversal, prospectivo con

un disefio no experimental.

4.2 Disefio muestral
Poblacién universo

Personas peruanas, adultas, procedentes de diferentes departamentos del Peru.

Poblacion de estudio Personas peruanas, adultas, procedente de diferentes
departamentos del Perd con mutaciones CYP2D6.
Tamarfo de la muestra Se aplicara tipo de muestreo probabilisticos aleatorio simple

el tamafio de muestra se obtiene en un tamano de 368

4.3 Técnicas y procedimiento de recoleccion de datos

Estrategias y métodos de genotipificacion del gen CYP2D

Se han hallado diferentes procedimientos para la genotipificacion del CYP2D6 como
Single Strand Conformation Polymorphism ), PCR (Polymerase Chain Reaction) en
tiempo real @?V, microseleccion para analisis de DNA (24), Tag Man Real Time
Polymerase Chain Reaction @9, pero el gold estandar para la genotipificacion del

CYP2D6 es la técnica de secuenciamiento.
Técnica de secuenciamiento
El método de secuenciacion fue elaborado por Sanger en 1975, consiste en la

agregacion de didesixinucleétidos, prescritos a una cadena de ADN durante el
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transcurso de copiado de esta misma. Los didesixinucleotidos no tienen un grupo 3
OH imprescindible para la constitucion del enlace fosfodiester que permite la adhesion
entre nucleétidos, por lo que se impide la elongacion de la cadena cada vez que uno
de estos es anexado en ella. Y asi se generan sucesiones de distintos tamafios. Estas
migran por medio de un gel de poliacrilamida separandose por tamafios. La
agrupacion de secuencia posee un dispositivo que autoriza percibir la emision de luz
de los cuatro didesixinucleétidos. La lectura se produce iniciandose de las sucesiones
mas escasas hasta las sucesiones mas completas, generandose un gréfico con altos
picos de emision de luz en la posicion perteneciente de cada uno de los nucleétidos

de la sucesion de interés (cromatograma) 2,

Toma de muestra de sangre y extraccion de DNA: Los individuos participantes lo
realizaran voluntariamente declarando dicho procedimiento en un consentimiento
informado certificado por el comité de ética para la investigacion de la FMH —USMP.
Las muestras a utilizar provendran del banco de muestras y gendémico del Centro de
investigacion genética FMH — USMP, esta comprendera de sangre de 5ml o hisopado
bucal, alos cuales se aislara el DNA mediante el método de extraccién de ADN segun
rutina de laboratorio CGBM-USMP, cada muestra pasara previamente por un control
de calidad para verificar que el ADN esté en buen estado para esto seran revelados
ante electroforesis en gel de agarosa al 1% a 100v en buffer Tris-borate-EDTA 1X,
luego sera coloreado por el reactivo de bromuro de etidio y revelado con un

transiluminador ultravioleta(®?,
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Construccion de primers por Bioinformatica: Se emplearan los primers elaborados
con programas bioinforméaticos a través de la comparacion de las secuencias del gen

CYP2D6 en humanos y las secuencias de ADN de mamiferos.

Amplificacién por PCR: Se preparara el master Mix especifico para cada exon (ver
tabla 1), después se repartiran la misma cantidad en cada uno de los tubos de PCR,
finalmente agregaran 1 pLe ADN en cada tubo. Luego se amplificarén los 4 exones
del gen en el termociclador, donde se empleara el programa con el nombre de X1X9
gue consiste en comenzar la denaturacion de 95°c por 5 minuto luego de 35 ciclos
gue comprende una denaturacion de 95°c por 30 segundo, seguido de hibridacion de
55°c por 45 segundos y un paso de prolongacién de 72°c por 2 minutos. Por ultimo,

se da un proceso final de 72° por 10 minutos.

Tabla 1. Amplificacion por PCR

Exon 7

H20 6,85 pL

10X buffer PCR | 1 puL

DNTPs 0,25 pL
MgCl2 0,4 pL
pF 0,2 pL
pR 0,2 uL

Taqg Polimerasa | 0.1 pL
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Visualizacion de productos por PCR

Estos seran planteados aelectroforesis en gel de agarosa al 1% a 100v en buffer,
buffer Tris-borate 1X, aproximadamente por 20 min. Luego, seran coloreados en

bromuro de etidio y revelados con un transiluminador ultravioleta.

Método de la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (CSGE): se
colocaran 2 pL de muestra problema junto con 2 pL de muestra control. El volumen
total de 4 pL se, mezclara para luego agregarle aceite mineral. También se cargar la
muestra problema (4 pL). Luego se denaturaran ambas muestras a 94 °c durante 20
minutos en agua en ebullicion, para luego incubarlas a 62 °c durante 30 minutos.
Seguidamente se cargaran las muestras con colorante para CSGE, colocando 2 pL
en cada muestra por 5 minutos antes de cargar la muestra. Se tomara un tiempo de
prerecorrido de 20 minutos para el gel, durante el cual se utilizara 600 mL de buffer
TTE 0,5 X en los tanques, el programa que se usara para a precorrida y corrida del
gel fue el numero 10(70 mv, 150 mA, 43 W, 999 minutos). Para la tincion con nitrato
de plata se sumergira en solucion de etanol al 10% por 8 minutos, luego se sumergira
el vidrio en 500ml de solucién de acido nitrico al 1% por 4 minutos, luego de retirar el
acido se enjuagara con agua destilada por 4 minutos. Seguidamente se sumergira el
vidrio en una solucion de nitrato de plata al 1% contenido 600uL de formaldehido al
37 % por 20 minutos. Se retirara la soluciéon de plata y se enjuagara el vidrio con agua
destilada, luego de lo cual se sumergira el vidrio en 400 mL de solucion de carbonato
de sodio 0,28 (129g) contenido 600 pL de formaldehido al 37 % y 10 uL de tiosulfato
de sodio hasta que las bandas fueran visibles. Se detendra el revelado agregando
200 mL de &cido acético al 10%, luego de lo cual se retirara la mezcla, se hidratara el

gel en agua destilada por 15 minutos y se dejara secar al medio ambiente.
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Secuenciamiento

Luego de este proceso, se seleccionardn muestras mutadas que se enviaran a
secuenciar por servicios de terceros. La secuenciacion que consiste el método de
secuenciacion por dideoxinucleétidos nos ayudara para el andlisis de secuencias de

ADN de gen CYP2D6.

El secuenciador utilizado, para el presente trabajo es el Analizador Genético ABI

3500, en combinacion con los kits de Applied Biosystems BigDye® Cycle Sequencing.

Instrumentos de recoleccién y medicidon de variables

La lectura y el estudio de las secuencias genéticas del exon 7 del gen CYP2D6, se
realiz6 empleando el Software de acceso libre en Internet BioEdit.

Primero, se realizarda una lectura de todas las secuencias genéticas, en la que
sefialamos la ubicacion donde se encontraba una mutacion y, para un posterior

alineamiento de la misma, copiaremos la secuencia especifica.

Luego, seran ingresadas al Software BioEdit, las secuencias del exdon 7 del gen
CYP2D6 y contrastadas con la secuencia normal o salvaje del gen CYP2D6, de
acceso libore en Internet en el portal del Genome Database

NCBI.

Ingresadas las secuencias en mencion, se aplicara la funcién Clusta Multiple
Alignment, de esta forma, segun la posicibn de sus bases nucleotidicas, las

secuencias fueron alineadas o apareadas.
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Posterior a ello, se procedera a suministrar la funcion Back-coloredviewmode, con
ello, automéaticamente, se delimitara las bases o posiciones nucleotidicas donde

existen polimorfismos de cambio de una base (SNP).

4.4 Procesamiento y analisis de datos

Los polimorfismos que seran detectados ingresaran a Excel, una base de datos,
delimitando la localizacion del nucleétido involucrado y afectado, organizandolos
individualmente, ya siendo por combinaciones en alelos, haplotipos y genotipos,
respectivamente como lo indica el portal del National Center for Biotechnology

Information.

Para el estudio individual de los polimorfismos, como el nucleétido afectado, se
organizara de la siguiente manera: alelo wt (salvaje), alelo mt (mutante), genotipo
wt/wt (homocigoto salvaje), genotipo wt/mt (heterocigoto mutante), y mt/mt

(homocigoto mutante).

Para la observaciéon del estudio integral de los acoplamientos de los polimorfismos,
con respecto a nucleétidos afectados en el exon 7 del gen CYP2D6, se aplicara el
citocromo P450 humano, refiriéendose a su base de datos, decretado por el comité
para llevar a cabo la nomenclatura de los alelos de acceso libre en Internet. Asimismo,

se nombrara en distintas clases de haplotipos y genotipos.

Los haplotipos y genotipos (conocidos), pero sin fenotipo definido, seran designados
como “Desconocido”. Los haplotipos y genotipos (nuevos), ergo (sin fenotipo)
tipificado, seran designados como “Nuevo”, unido por una letra mayuscula,

dependiendo del orden numérico alfa.
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Se recolectaran los datos prospectivamente, éstos se ingresaran en una base de
datos simple a doble digitacion, también se estableceran en tablas y graficos de
frecuencias cruzadas y simples, en este proceso se empleara el programa estadistico
SPSS. A causa del origen de las variables cualitativas consideradas datos nominales,
para la evaluacion de la estadistica significativa de las tablas de frecuencia cruzadas,
se empleara la prueba estadistica de Fisher y Chi cuadrado, aquellas consideraran
un valor p<0.05 para un intervalo de confianza del 95% siendo considerado como

significativo.

Ademas, se empleara el test de equilibrio alélico (Hardy-Weinberg),
para ello se utilizara un software que es de uso libre llamado Arlequin y por ultimo el

Stata 5.0.

4.5 Aspectos éticos

Todos los procedimientos que seran realizados del dicho estudio, respetaran tanto la
integridad como también los derechos de los sujetos a investigar, basandose en las
normas de las calificadas practicas clinicas y la ética en la investigacion. Se respetara

la confidencialidad de los datos conseguidos.
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PRESUPUESTO

Concepto Monto estimado (soles)
Material de escritorio 400.00
Adquisicién de software 900.00
Secuenciamiento 3300.00
Impresiones 400.00
Logistica 300.00
Material de laboratorio 1000.00

TOTAL 6300.00
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1. Matriz de consistencia

ANEXOS

Poblacién
de Instrument
Titulo Preggnta .d,e Objetivos Tipoy disgﬁo estudio y ode 3
Investigacion de estudio | procesam | recolecci6
iento de n
datos
Objetivo general Determinar
la frecuencia
de polimorfismos del exén 9
del gen metabolizador de
farmacos cyp2d6 en
pobladores peruanos
) 3 Objetivo especifico 368
Frelcuenf:la de ¢Cual es la Detectar nuevas mutaciones muestras
pollmo'rflsmos frec.uenclla de en el exon 9 del gen .Esta gs u.n,a de sangre
del exdén 9 del pol|m9rf|smo CYP2D6 en pobladores mvestlgamon recolectad
gerl delexon 9 del peruanos. de tipo . as de los Ficha de
metabolizador gen exploratoria, -
de farmacos metabolizador ; no pobladore | recoleccion
. Comparar las frecuencias . s de datos
cyp2d6 en de farmaco de mutaciones del exén 9 experln_we_ntal, peruanos
pobladores CYP2D6 en del gen CYP2D6 entre descriptivo de
peru:e\nos en pobladores pobladores peruanos. transversal diferentes
el afio 2017 peruanos? .
regiones

Comparar si la frecuencia
de polimorfismos en el gen
CYP2D6 en las poblaciones
peruanas elegidas es
semejante a la ubicada en la
poblacién hispanica.




2. Instrumento de recoleccién de datos

Nombre:

Cddigo de la muestra:

Mutacion del gen CYP2D6:

Genotipo:

Procedencia geografica:

Antecedente de reaccion adversa medicamentosa:




3. Tabla de codificacién de variables

Variable Categorias Cddigos para base datos
Mutacion gen CYP 2D6 Wt 1
Ww 2
Reaccion adversa al Normal 1
medicamento Leve 2
Moderada 3
Grave 4
Edad AfRos gque presenta 1al100
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