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1. RESUMEN

Se ha descrito una gran variabilidad interindividual € interétnica en la respuesta a
los farmacos como resultado de factores, ambientales (dieta, uso de algunos
farmacos, consumo de alcohol y tabaco, etc.), fisioldgicos (funcionamiento
hepatico, renal, etc.) y genéticos (polimorfismos presentes en genes que codifican
para algunos receptores, transportadores y enzimas metabolizadoras de farmacos
{(EMF o DME, drug metabolizing enzyme). Dentro de los factores genéticos, los
polimorfismos presentes en enzimas metabolizadoras de farmacos juegan un
papel importante en la variabilidad individual de la terapéutica farmacolégica, ya
qgue se pueden correlacionar con diferentes fenotipos metabolizadores como son:
lentos (MP), intermedios (M), rapidos (ME) o ultra rapidos (MU). Las EMF de fase
| estan representadas principalmente por el citocromo P450 que metaboliza
farmacos, plaguicidas, algunas drogas, etc. El citocromo P450 se subdivide en
varias familias y subfamilias, cada una de ellas metaboliza cierto numero de
principios activos como es el caso del 1A2 (4%), 2A6 (2%), 2C9 (10%), 2C19
(2%), 2E1 (2%), 2D6 (30%), y 3A4 {50%) que juntos representan mas del 90% del
metabolismo de los farmacos, en el higado (sitio en el cual se encuentran en

mayor concentracion cada una de las enzimas antes mencionadas.

La subfamilia CYP3A representa aproximadamente el 50% del metabolismo de
diversos principios activos de uso comun en la practica clinica, ubicandose en el
primer lugar, en cuanto al funcionamiento enzimatico del citocromo P450. Sin
embargo, los genes que codifican para las enzimas de esta subfamilia no son muy
polimorficos, a diferencia de CYP2D, donde se han identificado al realizarse
multiples estudios se ha encontrando una gran variedad de polimorfismos
presentes en distintos sitios (>70 polimorfismos) y que representa

aproximadamente el 30% del metabolismo de farmacos.



La subfamilia CYP2C representa aproximadamente el 20% de enzimas

contenidas en el higado e interviene en el metabolismo de 25% de farmacos.

Dentro de la subfamilia CYP2C los dos genes mas representativos son el CYP2C9
que metaboliza aproximadamente el 15% de farmacos y el CYP2C19 que
contribuye con otro 10% de gran importancia en el ambito clinico, como es el caso
de algunos psicotropicos, analgésicos no esteroideos (AINEs), hipoglucemiantes,
entre otros. Las variantes alélicas de CYP2C9 y CYP2C19 presentan frecuencias
genotipicas y alélicas especificas para cada poblacién, por lo que es de
fundamental importancia contar con bases de datos que muestren como es que se
encuentran estas frecuencias en cada poblacion para de esta forma hacer posible

una terapia personalizada, obteniendo asi un tratamiento eficaz y seguro.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Como resultado del Proyecto del Genoma Humano (PGH), que concluyd en el
2003, hoy en dia sabemos que los seres humanos compartimos el 99.9% de la
secuencia del genoma. Es decir, al comparar el ADN de cualquier ser humano,
sea un africano, un asiatico, un europeo o amerindio, se tiene sélo una diferencia
del 0.1% en la secuencia, que aunque parece una cifra pequena representa las
caracteristicas étnicas y poblacionales que nos hacen diferentes como son;
cabello color negro y ojos cafes, cabello rubio y ojos azules, etc. (Noguera S. R. y
Ruiz G. R., 2000).

El segundo gran avance en la comprensién de la arquitectura genética de la
humanidad se llamé Proyecto Internacional HapMap (mapa de haplotipos del
genoma humano} y tuvo como finalidad la elaboracion de un catalogo de blogues
de haplotipos en el genoma humano, que revelo que aproximadamente cada
1,200 pares de base (pb) difiere entre un ser humano y otro. Estas diferencias son
importantes ya que pueden ayudar a identificar la predisposicion de un grupo o
poblacion a determinadas enfermedades hereditarias, al compararlas con el
material genético de otros grupos humanos. El proyecto o realizé un consorcio de
institutos académicos en Japén, Reino Unido, Canada, China, Estados Unidos vy
Nigeria llamado International HapMap Consortium, que trabajo desde el 2002
analizando las poblaciones mas ancestrales (africana, caucasica y asiatica)
{www.hapmap.ncbi.nim.nih.gov/ycer.coriell.org/PDF/NHGRI/Newsletters/hapmav1

_es.pdf). La poblacion mexicana (y latinoamericana), que es producto de una
reciente mezcla genetica, fue excluida de este proyecto, debido a que su
composicion genética tiene apenas poco mas de 500 afios, muy inferior a los

millones de afos de la poblacién africana, los cientos de miles de la asiatica y las



decenas de miles de la caucasica (www.cnnexpansion.com/actualidad/2009/

06/04/genoma-destapa-diferencias-de-mexicanos).

Es por esc que, en lo que consistio la segunda parte del HapMap fue en la
identificacion de los haplotipos en el genoma de la pobtacién latinoamericana
(www.cnnexpansion.com/actualidad/2009/06/04/genoma-destapa-diferencias-de-m
exicanos). Para el caso especifico de la poblacibn mexicana se ha reportado que
la composicidén génica es bastante heterogénea, estando constituida de forma muy
general de aproximadamente >56% por genes de origen amerindio, un 40% de
genes de poblacidn caucasica y la proporcidn restante (4%) son genes de
poblacién negra (Orozco L., et al,, 2001 y Vargas A. G., et al., 2002). Estos datos
no toman en cuenta que la poblacién indigena que habitaba la region antes de la
llegada de los espafioles estaba distribuida desigualmente, de manera muy densa
en el centro y sur, y mas dispersa en el norte, con lo que es de esperarse que en
el centro y sur de México se desarrollaran culturas sedentarias que dieron lugar a
grandes urbes y complejos sistemas productivos y comerciales, mientras que el
norte es una zona desértica y estuvo habitada por grupos de cazadores-
recolectores, lo que conlleva a una densidad de la poblacion mucho mas baja, y
también por otro lado, en cuanto a ésta distribucién geografica, existe mayor carga
genética africana en la costa caribefia, donde tuvo lugar la mayor parte del
comercio de esclavos de la regidn a diferencia que en los estados del norte del
pais como Sonora, que presentan mayor componente genético europeo
(principalmente de espanoles) (Rubi C. R., et al., 2009 y Tian C., et al., 2007).
Debido a esta gran variabilidad genética, es necesario realizar estudios sobre los
diversos SNPs presentes en poblacion amerindia, para poder estimar la

contribucion génica de estos grupos étnicos en la poblacion mestizo mexicana.

En México existen mas de 60 grupos etnolingliisticos hasta la fecha, con relativo
aislamiento y cierta dispersion especifica en el pais, ubicando asi 11 entidades

federativas que son las de mayor presencia de poblacion indigena (Campeche,



Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Veracruz y Yucatan) (tabla No.1) (Proyecciones de indigenas de México y
de las entidades federativas 2000-2010, CONAPO). El censo de poblacién
indigena que se realizd en el ano 2000 reporté que el numero aproximado de
individuos hablantes de alguna lengua aborigen era de 10,793,126 (Consejo
Nacional de Poblacion con base en el Xll Censo General de Poblacion y Vivienda,
2000).

Tabla No.1 LAS ENTIDADES FEDERATIVAS CON MAYOR PROPORCION DE
POBLACION INDIGENA

Poblacion
Entidad federativa Total* Indigena Porcentaje
Republica Mexicana 95 753 396 11897 010 12,4
Yucatan 1650 438 1080733 65.5
Oaxaca 3429 409 1911 338 55.7
Quintana Roo 863 651 393 562 45.6
Chiapas 3785292 1170 132 30.9
Campeche 687 157 _ 212 245 30.9
Hidalgo 2225059 575 663 25.9
Puebla 4 930 290 1 032 588 20.9
Guerrero 3054 917 569 639 18.6
Veracruz 6 877 295 1163 363 16.9
San Luis Potosl 2288612 L 384 159 16.8
Nayarit 917 853 100 034 10.9

Total de individuos en cada una de las 11 entidades federativas, 1a proporcién de poblacién indigena y el
porcentaje equivalente (proyecciones de indigenas de México y de las enfidades federativas 2000-2010,
CONAPO y Consejo Nacional de Poblacién con base en el Xil Censo General de Poblacion y Vivienda,
2000}.*Se excluyen 1,730,016 personas estimadas por el INEGI para las 425,724 viviendas ocupadas que no
fueron censadas.




Las poblaciones indigenas constituyen un grupo fundamental para los estudios
genélicos, ya que son grupos muy conservados y debido a ello es posible hacer
correlaciones mas aproximadas en cuanto a frecuencias de diversos
polimorfismos, como es en este trabajo, el cual se enfoca a la poblacion indigena
mexicana y lo compara con la mestiza en cuanto a las frecuencias presentes de
los alelos "2 y *3 de CYP2C89 y CYP2C19 que codifican para enzimas

metabolizadoras de farmacos.

2.2 FARMACOLOGIA

El termino farmacologia viene del griego, pharmacon = farmaco y fogos = ciencia,
siendo asi la ciencia que estudia el origen, los efectos, asociaciones y las
propiedades (fisicas y quimicas) que las sustancias ejercen sobre los organismos
vivos, para lo cual se siguen muy de cerca los cambios fisioldgicos, mecanismos
de absorcion, distribucion, metabolismo (biotransformacidén) y excrecion de los
farmacos, ya sea para su uso terapéutico o no. También se puede definir a ta
farmacologia como el estudio de los farmacos, sea que éstos tengan efectos
beneficiosos o bien toxicos. La farmacologia tiene aplicaciones clinicas cuando las
sustancias son utilizadas en el diagnostico, prevencion, tratamiento y alivio de
sintomas de una enfermedad (http://www.med.unne.edu.ar/catedras/farmaco

logia/ctas4to/5 farmacodin.pdf).

En el esquema No.1, se muestran las dos ramas principales en las que se divide
la farmacologia.



Farmacocinética: Estudia el paso de los farmacos a través del
organismo en funcion del tiempo y de la dosis. Comprende los procesos
de absorcion, distribucién, metabolismo o biotransformacién y excrecion
de farmacos.

FARMACOLOGIA <

Farmacodinamia: Estudia los efectos bicquimicos y fisiclogicos de los
farmacos, mecanismos de accion vy la relacion entre la concentracion del
farmaco y el efecto de éste sobre un organismo. Y también define y
clasifica a los farmacos de acuerdo a su afinidad, potencia, eficacia y
efeclos relalivos.

\

Esquema No.1 La farmacologia se divide en dos partes importantes, farmacocinética vy
farmacodinamia. hitp://www.med.unne.edu.ar/catedrasffarmacologialclas4to/5_ farmacodin.pdf.

2.3 FARMACOGENETICA

La genética es una rama de las ciencias biologicas, cuyo objetivo es el estudio de
los patrones de herencia, del modo en que los rasgos y las caracteristicas se
transmiten de padres a hijos. La herencia y la variacion constituyen la base de la

genetica.

El termino farmacogenética fue acufiado por Friedrich
Vogel, de Heidelberg, Alemania en 1959, al asociar las palabras "farmacologia”, es
decir el estudio del mecanismo de accion de los farmacos en el crganismo, y
“genetica”, que se refiere al estudio de como se transmite la herencia genetica
(Motulsky A. G. y Qi M., 2006). Con lo anterior es facil entender que la forma en la
cual responde un individuo a un medicamento es muy compleja y variada, ya que
es influenciado por diversos factores como: el entorno, la dieta, el estado general
de salud y en gran parte a la genética, por lo que la farmacogenélica es el estudio
de la influencia de los factores genéticos en la variacion individual en la respuesta
a los farmacos y en que grado determinan la eficacia y la probabilidad de

presentar algun tipo de efecto secundario o reacciéon adversa (figura No.2).



A finales de 1960, Vesell reportd la existencia de notables similitudes en el
metabolismo y eliminacion de varios farmacos en gemelos idénticos (100% de sus
genes) en contraste con gemelos que so6lo compartian el 50% (Vesell E. S. y Page

J. G., 1968). Estos resultados apoyaron lo antes mencionado por Vogel.

El desarrollo de la farmacogenética en los afos siguientes fue lento, ya que la
respuesta a los farmacos presentaba relativamente pocas reacciones adversas, y
principalmente aquellos que estaban bajo el control de un solo gen. Por otro lado
los estudios de familias fueron dificiles y un estudio de ADN directamente de la
respuesta del farmaco todavia no era posible con lo que hubo poco o ningun
impacto en la farmacologia clinica, desarrollo de farmacos y la medicina clinica
(Evans W. E. y Relling M.V., 1999, McLeod H. L., 2001 y Zhou S. F., 2008).

Sin embargo la creciente disponibilidad de la tecnologia de ADN y en pruebas
moleculares in vitro, gracias al Proyecto del Genoma Humano hizo posible que el
estudio de éste fuera posible. Justo con el avance tecnologico también se
establecieron nuevos términos como farmacogendmica en el ano de 1990
{Motulsky A. G. y Qi M., 20086).

Se ha sugerido que en el futuro, los avances de la investigacion farmacogenética
proporcionaran informacion para guiar a los médicos a encontrar la dosis justa del
farmaco apropiada para cada persona a lo que se le llama terapia personalizada
(MclLeod H. L. y Evans W. E., 2001, Weinshilboum R., 2003 y Raisman J. S. y
Gonzalez A. M., 2006).
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Figura No.1 Farmacogenética y farmacogenomica (Lin H. y Lu A., 1998).

2.4 FARMACOGENOMICA

El término farmacogendmica se introdujo en la década de 1990, como su nombre
lo dice es mas global a diferencia de la farmacogenética ya que se enfoca al
estudio de los genes y su contribucién a la variabilidad en la eficacia de los
medicamentos y la toxicidad (figura No.2) en base al genoma (todo el material
genético contenido dentro de una célula) no solo a un gen o un grupo pequeno de
genes (figura No.1) (Motulsky A. G. y Qi M., 2006, Evans W. E. y Relling M. V.,
1999 y McLeod H. L. y Evans W. E., 2001).

Con ello se puede ayudar de una forma ilimitada para obtener los efectos
deseados de una terapia farmacolégica de una forma segura y eficaz, al prevenir
efectos adversos. Y también de esta manera hacer posible el descubrimiento de
nuevas dianas ("blancos”) terapéuticas para el desarrollo de farmacos (Roden D.
M., et al., 2006).
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ultrarrapido. (www.hmg.oxfordiournals orgfcontertivoll S/suppl_1/fimagesiargefddii8 7 o jpeg).

Para poder analizar una poblacién adecuadamente, se tiene que tener bien
delimitada, y mas aun para un estudio genético siendo necesario conocer parte de
la ascendencia genética de la cual proviene para que de esta forma resulte mas
facii comprender los resultados obtenidos. Para ello se utilizan algunos

marcadores geneticos (Buentello M. L., 2008).

2.5 MARCADORES GENETICOS

Un marcador genético es un segmento de ADN con un /ocus y cuya herencia se
puede rastrear. Un marcador puede ser un gen, o puede ser alguna seccion del
ADN sin funcién conocida (figura No.3). Los marcadores permiten conocer el
origen y la proporcion del aporte genético de las distintas poblaciones a la mezcla

etnica inicial, la influencia de factores geograficos y culturales sobre la variacion
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genética de cada grupo, sus migraciones, asi como los fenomenos de cambio que
se acentuaron en el siglo pasado, y que son tan determinantes y complejos como

las migraciones mismas (Raisman J. S. y Gonzalez A. M., 2006).

El analisis de las distribuciones de las frecuencias de diferentes marcadores
genéticos se inicid con la determinacion de los grupos sanguineos y se ha
ampliado a un extenso espectro de sisternas como: enzimas, proteinas, sistema
HLA (Antigeno Leucocitario Humano) vy, actualmente, con marcadores
moleculares. De esta manera, se analizan sistemas genéticos polimoérficos {(con
productos génicos diversos) con los que se distinguen tanto a los individuos como
a las poblaciones, segun las diferentes frecuencias presentes en los distintos
alelos (Raisman J. S. y Gonzalez A. M., 2006 y Buentello M. L., 2008).

- X IR %N/
W [ R |

. L ..
R | )

Flgura No.3 Arbol genealdgico tomando en cuenta el aporte genético en cada generacion
{(#1.bp.blogspot.com/_W7inZE 1tWEA/SKfgmM3Xagl/ AAAAAAAAAYI/BpGSptp4dOw/s400/gene+shuffie.jpg).
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2.6 METABOLISMO DE FARMACOS

2.6.1 METABOLISMO

El metabolismo (biotransformacion) es el conjunto de reacciones bioquimicas que
producen modificaciones sobre la estructura quimica de un sustrato ya sean

xenobidticos o sustancias endégenas.

2.6.2 XENOBIOTICOS

Los xenobidticos son compuestos quimicos que no forman parte de la
composicidén habitual del cuerpo humano, pero que son capaces de acceder a su
interior. Se trata de compuestos de naturaleza quimica muy variada, algunos de
los cuales son de origen natural, entre los que destacan las micotoxinas o los
alcaloides, si bien la inmensa mayoria son productos originados por la propia
actividad humana, como los contaminantes ambientales o los compuestos

quimicos de sintesis (Donato M. T., 2003).

El vertiginoso desarrollo de la industria quimica en las Gitimas décadas ha hecho
posible el aumento incontrolado de varios miles de moleculas nuevas introducidas
cada ano, junto con el correspondiente aumento del riesgo de contacto con los

mismos.

Estos compuestos pueden acceder a nuestro organismo mediante ingestion,
inhalacion, por via parenteral, a traves de la piel, etc. Entre los mismos se incluyen
farmacos, cosméticos, aditivos alimentarios, pesticidas, productos de uso
doméstico, derivados de la combustion de carburantes, residuos procedentes de la

industria quimica, etc.
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Los xenobidticos no son utilizados como nutrientes, por lo que no se incorporan a
las rutas bioguimicas del metabolismo intermediario y no son degradados a través
de estas vias metabdlicas. Y en general son compuestos de naturaleza lipofilica
por lo que pueden atravesar con relativa facilidad las membranas biologicas,
acceder al interior de las células y unirse a estructuras celulares de caracter
lipofilico. Al mismo tiempo, su eliminacién del organismo es dificuitosa, dado que
la excrecion de compuestos no volatiles se realiza a través de fluidos de

naturaleza acuosa, principalmente la orina (Donato M. T., 2003).

Ante esta situacion, los organismos vivos han desarrollado sistemas metabdélicos
alternativos para acelerar la eliminacion de estos compuestos. Se trata de una
serie de enzimas no integradas en las vias del metabolismo energético o
intermediario del organismo y cuyos substratos son los xenobidticos. Su funcion es
la de convertir los xenobiéticos en moleculas mas polares, mas hidrosolubles v,
por tanto, mas facilmente excretables. El papel de estas enzimas es clave para la
supervivencia celular ya que de no existir tales vias metabolicas, una vez en el
interior del organismo estas sustancias tenderian a acumularse alterando el

equilibrio celular y provocando alteraciones funcionales e incluso la muerte celular.

Estos cambios metabdlicos se producen mediante dos tipos de reacciones que
frecuentemente son secuenciales, y que se conocen como reacciones de fase | y
reacciones de fase ||, gracias a la clasificacion de las EMFs realizada por R. T.

Williams en los anos cuarenta (Nebert D. W., 1999).

2.6.3 REACCIONES DE FASE 1Y I

En la fase | los xenobidticos son modificados mediante reacciones de oxidacion
(hidroxilaciones, N y O-desalquilaciones) reduccion o hidrélisis (figura No.4) con lo
que suelen transformar los productos quimicos relativamente hidrofébicos en
productos intermedios que son mas hidrofilicos, por medio de la introduccion de

grupos funcionales de caracter polar (hidroxilo, amino, carboxilo, epdxido y los
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grupos de 6xido, asi como la generacion de nitroxidos y sulfoxidos en la estructura
del farmaco convirtiéndolo en un metabolito inactivo, metabolito activo o en un
producto metabdlico con actividad farmacologica distinta a la del farmaco original
lo que ya es bien sabido desde los afos 60s como es el caso de la activacion de
profarmacos, procancerigenos, promutagenos a reactivos intermediarios gue son
genotdxicos (dafian el acido desoxirribonucleico (DNA) (Nebert D. W., 1999 vy
Nebert D. W. y Russell D. W., 2002), por eso es que esta primera etapa, también

es llamada de funcionalizacién.

FASE | FASE Il

Uxitlacion Conjugacion:

Reduccién Ac.Glucuronico

Hidrolisis Ac, Sulfdrico

Decarbozxilacion Ac. Acético

Hidroxilacion Glutamina
FARMACO METABOLITO INACTIVC
Liposoluble Ul - Polar Polar
No polar #/- Inactivo Hidrosoluble |
Activo

I' Sist. Ex. Microsomal hepético

Figura No.4 Forma sencilla en la cual se muestran las diversas reacciones en las que consiste el

melabolismo de fase | y fase Il {www.med.unne.edu.ar/catedras/farmacologia /clas4to/s_
farmacodin.pdf).

Las reacciones de fase | mas frecuentes son las oxidaciones, que son catalizadas
por un sistema enzimatico (proteinas cataliticas) complejo conocido como sistema
de oxigenasas de funcion mixta, dentro de las que se incluyen enzimas con
actividad monooxigenasa, diversas oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido
deshidrogenasa, amino oxidasas, aromatasas), la epdxido hidrolasa o esterasas y

amidasas hepaticas y plasmaticas.
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reductasas
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monooxigenasa

hidrolasas

Citocromo P450

Figura No.5
Participacién
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fase | en el
metabolismo
de
xenobibticos
(Donato M. T.,
2003).

El citocromo P-450 (CYP450) es sin duda el miembro mas destacado de este

grupo de enzimas (figura No.5) y el que ha sido mas ampliamente estudiado.

CYP1AIR
Fasel . "
hidroxilasa /CM‘“
]
OPD Esterasa Otros

CYPE

Fase il

NAT2

TPMT

Figura No.6 Enzimas representativas del metabolismo de fase | y I (Evans W. E. y Relling M. V., 1999).

Son seis (1A2, 3A4, 2C9, 2C19, 2D6, 2E121) las enzimas de mayor relevancia en
el metabolismo de fase | (figura No.6) que metabolizan una serie de sustancias

exdgenas incluyendo mas del 90% de todos los medicamentos de uso clinico
(Nebert D. W, y Russell D. W, 2002) y otras familias de CYPs (por ejemplo, CYP
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4,7, 11, 17, 19 y 21) participan en el "mantenimiento” por medio del metabolismo
de moléculas endogenas, como los esteroides, acidos biliares, los leucotrienos y

los eicosanoides, principalmente (Lépez L. M., et al., 2004).
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Esquema No.2 Esquema que muestra cada paso en del metabolismo de fase | y Il (Liska D. A., 1988).

Por ofra parte las reacciones de fase |l suelen ser reacciones de conjugacion, que
por regla general, inactivan el farmaco. En términos generales estas reacciones
actuan sobre el grupo reactivo introducido en las reacciones de fase |, afiadiendo
un sustituyente mas grande (grupos polares ya existentes o formados a partir del
sustrato obtenido después de la primera fase), por ejemplo: glucuronido, sulfato,
acetato, metil o aminoacidos que disminuyen la liposolublidad y favorecen {a
eliminacion renal o biliar (esquema No.2). La mayoria, aunque no todas, de las
reacciones de conjugacion del organismo tienen Jugar en el higado

(www.uv.es/[castell/Metabolismo_de_xenobioticos.pdf).
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2.7 CITOCROMO P-450

Es dificil precisar la fecha concreta en que fue descubierto el citocromo P450
(CYP450). Los primeros conocimientos sobre el mismo se remontan
aproximadamente en los anos 50 en estudios realizados a partir de tejido hepatico
de mamiferos, y a partir de alli hasta el afio de 1964 Omura y Sato {(Omura T. y
Sato R., 1964) identificaron la naturaleza hemoproteica de un pigmento presente
en los microsomas hepaticos de diferentes especies, con la capacidad de unirse al
CO tras ser reducido por NADPH. Esta proteina recibio el nombre de citocromo P-
450 (P de pigmento y 450 al ser la longitud de onda a la cual presenta la maxima
absorbancia (pico se Soret) el complejo enzima-CQ, aunque a pesar de que, como
se comprobo posteriormente, estas hemoproteinas no son citocromos, en el

sentido estricto de |la palabra {(Donato M. T., 2003).

Posteriormente su funcion catalitica se relacion6 con el metabolismo de algunos
farmacos y compuestos toxicos lo que desperté un considerable interés entre la
comunidad cientifica. En un principio los resultados obtenidos en diferentes
laboratorios no coincidian y se cred cierta confusion con respecto a las funciones y
caracteristicas del citocromo P450. Esto fue aclarade hasta que se comprobd que
existian varios tipos de moléculas del citocromos P450, incluso en individuos de
una misma especie (Omura T., 1999} y que se encuentran presentes en hongos,
bacterias, mamiferos, etc. Hasta gque se realizé la primera clasificacion de los
miembros de la superfamilia de enzimas en 1987, se describieron 30 genes
diferentes que se agruparon en 10 familias (Nebert D. W., et al., 1989 y Nelson D.
R., et al.,, 1993). En poco mas de 15 afios el numero de CYP450 conocidos ha
aumentado de forma extraordinaria y en la actualidad ya asciende a mas de 2000,
incluidos en 200 familias diferentes. En el caso concreto del hombre se han
secuenciado 57 genes funcionales y 58 (www.drnelson.utmem.edu/CytochromeP-
450.html) pseudogenes pertenecientes a 18 familias (figura No.15). Los

pseudogenes son genes defectuosos que no originan proteinas funcionales y que
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se consideran como una reminiscencia de duplicaciones de genes en los gue una
de las copias ha degenerado y perdido su funcién (Guengerich F. P., 1992 y
Gonzalez F. J., 1992).

El citocromo P450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto
en la gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado nimero
de substratos que es capaz de metabolizar. Si bien el citocromo P450 interviene
fundamentalmente en reacciones de oxidacion, también es capaz de catalizar
reducciones, hidrataciones o hidrélisis. Salvo contadas excepciones, el CYP-450
requiere oxigeno molecular (O;) y NADPH para oxidar el substrato dandose
reacciones de mono oxigenacion en las que sélo uno de los atomos de oxigeno es
incorporado en fa molécula del substrato, mientras que el otro es reducido hasta

agua (figura No.7).

monooxigennsa

Figura No.7
RH + NADPH + O, + H* ROH + NADP++ H,O )
a Reacciones
oxidasa enzimatlicas de
NADPH + O, + H* —— NADM™ + H,0, oxidacién
(Donato M. T,
peroxidasa 2003).

RH + LOOH ROH +LOH

Entre sus substratos se incluyen tanto moléculas pequefias como otras mucho
mayores (40 a 1203 D), de diversas formas (lineales y aromaticas), etc. Esto es
debido a su baja especificidad y a la existencia de milltiples formas de enzimas,
cada una de las cuales se ha adaptado para el metabolismo de grupos de

compuestos relacionados estructuralmente.

Por ofra parte, otro aspecto sobresaliente es la inducibilidad, por los propios

xenobidticos ya que existen algunos tipos de inductores gue actuan de forma
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selectiva sobre diferentes enzimas del citocromo (Okey A. B., 1990 y Conney A.
H., 1986).

2,7.1 ESTRUCTURA DEL CYP-450

La molécula de la enzima esta constituida por una combinacién de regiones a-
hélice y de hojas fundamentalmente en la regién de la proteina que rodea al grupo
hemo, mientras que las regiones mas variables son las que constituyen los lugares
de anclaje a la membrana o de union y reconocimiento de substratos (Gotoh O.,
1992). La alta conservacion de la region del hemo, corresponde con el centro
catalitico de la enzima, refleja un mecanismo comun de transferencia de
electrones y de protones, y de activacion de oxigeno (Williams P. A., et al., 2000)
(figura No.8).

Figura No.8 A) Estructura basica del citocromo P450 y B) Estructura en el espacio (Fossi M.
C., etal, 1994).

La enzima permanece anclada a la membrana a traves de una hélice hidrofobica
cercana al extremo N-terminal (figura No.9), por lo que la mayor parte de la
proteina se sitla en la cara citosolica de la membrana (Chapple C., 1998). Esta
hélice transmembrana esta sequida, por una serie de aminoacidos basicos cuyos

residuos interaccionan con las cargas negativas de los lipidos de la membrana.
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2.7.2 EXPRESION DEL CYP-450

Figura No.9
Traspaso de
electrones desde
el NADPH al
citocromo  P450,
calalizado por la
enzima de
membrana del
REL NADPH
ciltocromo  P450

reductasa
(Orellana B. M. ¥y
Guajardo T. V.,
2004).

En el ser humano la concentracion del CYP-450 se encuentra en mayor
abundancia en el higado siendo aproximadamente: CYP1A2 (13%), 2A6 (4%), 2C
(20%), 2D6 (2%), 2E1 (7%) y 3A4 (30%) (Shimada T., et al., 1994 y Rendic S. y Di

Carlo F. J., 1997), sin olvidar que ademas del higado, los CYPs se expresan de

manera apreciable en tejidos extrahepaticos (figura No.10), incluyendo la mucosa

el intestino delgado, pulmoén, rinon, cerebro, la placenta, la mucosa olfativa, y la

piel, con la mucosa intestinal, siendo probablemente el sitio extra hepatico mas

importante de la biotransformacion de medicamentos y se localizan en las

mitocondrias y en el reticulo endoplasmico liso (REL) (Lin H. y Li A., 1998 vy

Brosen K., 1993).
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Las isoenzimas mas importantes para el metabolismo de farmacos en los seres
humanos son CYP 3A4, 2D6 y 2C19 (www.uam.es/departamentos/medicina/

farmacologia/especifica/Enfermeria/Enf_T3.pdf).

2.7.3 MECANISMO DE ACCION

El monoxido de carbono puede unirse al hierro ferroso (forma reducida de la

hemoproteina) del CYP450 para formar un complejo Fe2+-CQO.
La activacion del oxigeno es similar en todos los CYP450 (Ortiz de Montellano P.

R. y De Voss J. J., 2002). El centro catalitico de los CYP-450 es el atomo de hierro
hexa coordinado (figura No.11).
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1° Unién del substrato y el desplazamiento del solvente en la sexta posicién de
coordinacion del atomo de hierro. Como consecuencia de ello se originan cambios

en el estado de spin, en el potencial redox y en el maximo de absorbancia de la

hemoproteina.

2° Se produce la reduccién del complejo hemoproteina-substrato al estado ferroso

(el Fe3+ del grupo hemo pasa a Fe2+) gracias al aporte de un € y al aumento en

Figura No.11 Eslructura
molecular del grupo hemo del
citocromo P450 donde se
observan los 4 anillos de la
protoporfirina X, con el grupo
tiol de un residuo de cistelna de
la cadena poiipeptidica y con el
solvente (comunmente agua).

el potencial redox originado en el paso anterior.

3° Unidn del oxigeno molecular para formar un complejo superéxido.

4° Se produce el aporte de un segundo electrén con la formacion de una especie

activada de oxigeno.

*Nota: A partir de este punto el mecanismo no se conoce con certeza, La

naturaleza de la especie activada de oxigeno es desconocida (Schlichting I., et al.,

2000).
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Figura No.12 Mecanismo de accién del citocromo P450. Este esquasma es una simplificacion del mecanismo
de accion del citocromo P450 (CYP) propuesto por Coon (Graham S. E. y Peterson J. A, 19899). En él, el Fe*
representa al hierro del grupo hemo del CYP oxidado, RH y ROH a los sustratos y productos respectivamente.
En este ciclo de éxido-reduccion se liberan anion superdxido (Oz+'}) y perdxido de hidrégeno (H20-2).

Finalmente se obtendria la liberacién de uno de los atomos de oxigeno en forma

de una molecula de H;O y la incorporacion del otro en el substrato (figura No.12).
2.7.4 NOMENCLATURA

Desde el momento dei descubrimiento del CYP450 la purificacion e identificacion
de nuevas isoenzimas ha sido una constante (Omura T., 1999). En un principio se
nombraban en funcién de la reaccién que catalizaban o de su inducibilidad, lo que
motivd que un mismo CYP450 recibiera nombres diferentes en cada uno de los
faboratorios donde habia sido caracterizado. A finales de los anos 80 el elevado
numero de CYP450 conocidos hizo que la comunidad cientifica se planteara la

necesidad de establecer criterios de nomenciatura que evitara posibles
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ambigliedades. En 1987 se establecieron los principios del sistema de
nomenclatura y clasificacién que se utiliza hoy en dia, el cual obedece a criterios
filogenéticos y se basa en la identidad de la secuencia de aminoacidos en ias
cadenas polipeptidicas de las diferentes enzimas (Nebert D. W., et al., 1989 y
Waterman M. R., 1987). Con lo que se establecié que el primer numero arahigo
designa a la familia, la subfamilia es designada por una letra del alfabeto y el
ultimo numero arabigo designa el gen que codifica una enzima especifica (figura
No.13) (Galli E. y Feijoo L., 2002 y Gonzalez H. M., et al., 2003).

Por ejemplo: CYP C9*2

Alelo Figura No.13 Nomenclatura
EnZIma establecida para las enzimas
del citocromo P450 (Gonzalez
Citocromo P450 Sub familia génica H M.. etal. 2003).

Familia génica

Quedando asi totalmente identificados todos los CYP450s (procariotas y
eucariotas). Ahora tomando en cuenta que la funcién sigue a la estructura, las
enzimas se clasifican en familias, subfamilias y enzimas especificas de acuerdo al
grado de similitud en la secuencia de aminoacidos (figura No.14). Las enzimas de
una misma familia son homalogas en 40% al 55% de la secuencia y, las enzimas
de una subfamilia en mas del 55% y por ultimo, dentro de la misma subfamilia, las
enzimas individuales se designan seglin numeros empezando siempre por el 1,
teniendo en cuenta que dos CYP450 se consideran como diferentes siempre y
cuando sus respectivas secuencias difieran en mas de un 3% (Galli E. y Feijoo L.,
2002 y Gonzdlez H. M, et al., 2003).
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Figura No.14 Enzimas CYP-450 tdentificadas en la especie humana (Donato M. T., 2003).

Por otra parte, tambien es importante conocer la nomenclatura que se refiere al
locus (figura No.15) ya que es necesario para poder ubicar algun gen que
codifique para cualquiera de las enzimas, mencionadas anteriormente. Primero se
coloca el numero del cromosoma en cual se encuentra localizado el gen, seguido
de una letra q (queue = brazo largo del cromosoma) o p (pelit en francés = brazo
corto), posteriormente se coloca un numero que se refiere a la banda* del
cromosoma en el que se encuentra el gen, cada banda se numera empezando por
1 a partir de la mas cercana al centromero, el siguiente nimero es para ubicar la
sub-banda y se coloca un punto, finalmente se coloca otro nimero que es la sub-
sub-banda (Brosen K., 1993). *(Nota: Las bandas del cromosoma se hacen visible
bajo el microscopio cuando el cromosoma se encuentra tenido y la sub-sub-banda

se observa solo a altas resoluciones).
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# cromosoma q= brazo largo

Figura No.16 Partes de un cromoscma y nomenclatura del locus (Brasen K., 1933)

2.7.5 INDUCCION E INHIBICION METABOLICA

La expresion de las EMFs estd regulada por factores genéticos (algunos
presentan polimorfismos genéticos), fisiopatoldgicos (regulacion hormonal,
enfermedades) o ambientales (factores nutricionales, induccién, inhibicién)
(Donato M. T, 2003).

La mayoria de los CYPs estan regulados mediante la inhibicion e induccion
enzimatica (figura No.16) y un gran numero de farmacos tienen ésta propiedad de
aumentar o de frenar la capacidad enzimatica hepética, pero también hay que
tomar en cuenta que existen algunos alimentos como: jugo de toronja, nicotina,
repollo, came asada a la parrilla, brécoli, hierba de San Juan, etc. que son

potentes inhibidores o inductores de las diferentes EMFs.

La induccion metabdlica actiua incrementando ia sintesis proteica de la enzima,
aumentando su actividad funcional causando una reduccién de la concentracion
del farmaco similar al de una reduccién de la dosis (Nebert D. W., 1999, Liska D.

A., 1998 y www elergonomista.com/farmacologia/metab.html).
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La inhibicion de la enzima se lleva a cabo por competencia reversible del sitio de
union, como consecuencia disminuye su actividad funcional causando una
disminucion de {a eliminacion del farmaco aumentando aun en dosis terapéuticas,
la biodisponibilidad, la concentracion, su vida media y los efectos secundarios

(Miners J. O. y Birkett D. J., 1998, Miller S. A., et al., 1988 y Maniatis F., et al.,
1982).

INDUCCIONE INHIBICION DEL METABOLISMO
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Figura No.16 Momento en el cual se produce la regulacion enzimatica (+): induccion y (-): inhibicion
(Nebert D. W., 1999).

Estos efectos de algunos farmacos pueden ser importantes en la clinica, al ser

responsables de interacciones farmacoldgicas.

29



En la tabla No.2 se muestran algunos inductores e inhibidores tanto para CYP2C9
como para CYP2CT9.

Tabla No. 2 CLASIFICACION DE ALGUNOS DE LOS FARMACOS QUE INTERACTUAN
CON CYP2C9 Y CYP2C19

CYP-450 SUBSTRATOS INHIBIDOR iNDUCTOR
c9 Tolbutamida Piroxicam Fluconazol Rifampicina
Lomoxicam Miconazol Fenobarbital
Meloxicam Ketoconazol Secobarbital
Tenoxicam Voriconazol Carbamacepina
Ibuprofeno Itraconazol Fenitoina
P Amiodoona | Boserln
Indometacina Femlbu_tazona Hierba de San Juan
Diclofenaco Sulﬁnplra_zona
Leflunomida
Aceclofenaco - .
Flurbirofeno Rnongwr
Delavirdina
Naproxeno .
Ce|eCOXib Efa\”renz .
Lumiracoxib Fluvoxamina
Etoricoxib Acido valproico
Valdecoxib Sulfonamidas
Tolbutamida Metronidazol
Clorpropamida Anastrazole
Glipizida Isoniazida
Glimepirida Sulfametoxazol
Gliburida Fenofibrato
Nateglinida Fluvastatina
Rosiglitazona .
Ciclofosfamida Tamoxifeno
Tamoxifeno Teniposide
S-warfarina 5-fluorouracilo
Fenprocoumon Cimetidina
S-acenocumaro|
Irbesartan
Losartan
Candesarian
Bosentan
Carvedilol
Verapamilo
Torsemida
Sulfonilpirazona
Fenitoina
Fenobarbital
Fluoxetina
Sertralina

Ac. valproico
Tetrahidrocanabinol (THC)
Fluvastatina

Glimepirida

Nateglinida
Dextrometorfan
Metronidazol

Omeprazol

Montelukast
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2C19 S-mefenitoina | Hexobarbital Fluvoxamina Rifampicina
Dextrometorfano Paroxetina Ginkobiloba
Aminopirina Fluoxetina Fenobarbital
Amitriptilina Fluoxetina Hierba de San Juan
Citalopram Tranilcipromina
Clomipramina Modafinifo
Imipramina Ritonavir
Desipramina Delavirdina
Miclobemida Efavirenz
Trimipramina Artemisinina
Fluvoxamina Cloramfenicol
Fluoxetina Oxcarbazepina
Paroxemida Felbamato
Diazepam Topiramato
Sertralina Indometacina
S-mefenitoina Omeprazol
Fenitoina Esomeprazol
Carbamazepina Ticlopidina
Fenobarbital Voriconazol
Mefobarbital Suifafenazol
Fenilhidantoina
Rifampicina
Pentamidina
Omeprazol
Lanzoprezol
Pantoprezol
S-warfarina
S-acenocumarol
Propanolol
Propanodol
Ciclofosfamida
Progesterona
Proguanil
Diclofenaco
Ibuprofeno
Flurbiprofeno

Clasificacion de los farmacos segin su efecto sobre CYP2CH9 y CYP2C19 (www.genecards.orgfcgi-
infcarddisp.pl?gene=CYP2C9&search=CYP2, Liibre J. M., et al., 2002, Wilkinson G. R., 2005 y Flockhar D.
A., 2007).

2.7.6 CYP-450 Y TOXICIDAD

Como ya se mencioné en un principio el objetivo principal del CYP450, y del resto
de enzimas implicados en el metabolismo de xenobidticos, es evitar la
acumulacion de los sustancias exégenas dentro del organismo {detoxificacidn),
mediante ciertas modificaciones en la estructura quimica del compuesto, con lo
que no solo se convierte en una molécula mas polar, sino que ademas lo inactiva y
lo convierte en un metabolito sin actividad farmacoiogica e inocuo desde el punto

de vista toxicologico.
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Pero desgraciadamente esto no ocurre en todos los casos ya que se sabe de
numerosos ejemplos de xenobidticos que se convierten en moléculas toxicas tras
su metabolizacion (Welch R. M., 1979, Gelboin H. V., 1980 y Rodriguez A. C., et
al.,, 2010). Esta desafortunada circunstancia se produce cuando los metabolitos
formados son especies reactivas que interaccionan con elementos o procesos
celulares. Se forman radicales libres y otros metabolitos electrofilicos (epdxidos
alifaticos o aromaticos, quinonaimidas) capaces de modificar covalentemente
macromoléculas (proteinas, DNA) o de producir interacciones no covalentes (por
ejemplo: estrés oxidativo) (Gonzalez F. J., 1998). Los mecanismos de defensa

celular trataran de neutralizar el metabolito lo mas rapidamente posible.

- Vida media de la especie reactiva es extremadamente corta: Sélo afectara
a la propia enzima que lo ha generado produciendo la inactivacion de la
misma (inhibidores conocidos como substratos suicidas del CYPP450)
(Kent U. M., etal., 2001).

Vida del metabolito es un poco mas larga: Podra afectar a otras
macromoléculas, pero sera neutralizada antes de salir de la célula o del

tejido donde se ha formado produciendo unicamente toxicidad local.

- Metabolifos mas estables: Pueden llegar a actuar sobre otros tejidos del

organismo por lo que sus efectos tdxicos seran generalizados.

En ultima instancia es el balance entre las reacciones de activacién metabdlica y
los procesos de neutralizacion-eliminacion (inactivacion) los que determina Ia
severidad y el alcance de |a toxicidad. Este balance depende de multiples factores
(polimorfismos genéticos, induccién, inhibicion, factores dietéticos, interacciones
entre farmacos, etc.) y puede mostrar notabies diferencias a nivel individual
(Gonzalez F. J., 1998, Pelkonen O. y Raunio H., 1997 y Klassen C. y Curtis D.,
1999).
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La bioactivacién afecta tanto a farmacos como a otros xenobidticos. Entre los
primeros el ejemplo mejor conocido es el del paracetamol. Este farmaco puede ser
metabolizado por enzimas de fase 2 con formacion de conjugados con glucurénido
o con sulfato, los cuales son facilmente eliminados, o puede ser oxidado por el
CYP450 (CYP1A2, CYP2E1, CYP3A4) produciéndose wuna quinonaimina
altamente reactiva capaz de interaccionar con las proteinas celulares
(Manyike P. T., et al., 2000 y Sheweita S. A., 2000).

Los procesos de activacién también conducen a la conversion de procarcinégenos
en carcindgenos. Estas reacciones estan catalizadas por diferentes CYP450, si
bien las enzimas de la subfamilia CYP1A juegan un papel muy destacado por su
capacidad de activar gran nimero de procarcindgenos procedentes de la
combustion de diferentes hidrocarburos y que pueden acceder al organismo

(principalmente por inhalacion).

La existencia de algunos polimorfismos en los genes que codifican para estas
enzimas puede producir multiples cambios en el metabolismo como es el caso de
de los individuos con metabolismo lento, que no alcanzan a biotransformar el
farmaco por lo que se acumula en el cuerpo hasta llegar a niveles toxicos o
finalmente a la muerte, esto es mas comun en los farmacos que presentan una
ventana terapéutica muy estrecha, como es el caso de la Warfarina, fenitoina, etc.
(Donato M. T., 2003).

2.7.7 POLIMORFISMO GENETICO

Un polimorfismo genético se define como una variacion estable en un determinado
lugar de la secuencia genética (locus), que se presenta en mas del 1% de una
poblacién especifica, este tipo de mutacion genética es muy comun en los genes
humanos del citocromo P450 y (figura No.17) principalmente son polimorfismos de

nucledtido Unico (single nucleotide polymorphisms o SNPs).
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Figura No. 17 Polimorfismo de nucledtido Unico que muestra un genotipo heterocigoto
(www signaturegenetics.com/public/gifs/iimg_226_02.jpg&imgrefurl=).

De forma general representan hasta el 90% de todas las variaciones genémicas
humanas, y aparecen cada 100 a 300 bases en promedio, a lo largo del genoma
humano. Dos tercios de los SNP corresponden a la sustitucién de una citosina (C)
por una timina (T). Existen dos tipos, los llamados sindnimos y los no sindnimos
siendo estos Ultimos funcionalmente importantes, si es que se producen en una
region codificante ya que pueden provocar el cambio de un aminoacido,
modificando o alterando la funcionalidad de la proteina, pero si dicho polimorfismo

se encuentran en una region no codificante, podrian no ser importante.

Recientemente se reporté que cada ser humano contiene una media de 14.6
polimorfismos no sinénimos en genes del citocromo P450 y muchos de ellos estan
relacionados con el metabolismo de farmacos o la susceptibilidad a ciertas
enfermedades (Wang L. L., et al., 2009).
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La figura No.18 muestra la relacion entre la frecuencia vs actividad enzimatica
(habilidad de metabolizar farmacos en diversos grados debido a diferencias en la
capacidad y funcion enzimaticas programadas genéticamente) (Ingelman S. M.,
2005).

Algunos individuos son considerados metabolizadores pobres (PM) cuando su
metabolismo es lento o0 es menos capaz de biotransformar un compuesto en
comparacién con el resto de la poblacién. Los metabolizadores ultra-rapidos son
los que necesitan una dosis mayor ya que el metabolismo del sustrato esta
acelerado y el efecto terapéutico esta disminuido a tal grado que en ocasiones no
se jlega a niveles terapéuticos. Los metabolizadores promedio son llamados
metabolizadores rapidos (Rendic S. y Di Carlo F. J., 1997, Rettie A. E. y Jones J.
P., 2005y Wei L., et al., 2007).
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En 1969, Alexanderson {Alexanderson B., et al., 1969}, propone la primera
evidencia directa de un estudio de gemelos, en el gue el metabolismo de la
nortriptilina fue influenciado por factores genéticos, posteriormente Mahgoub et al.
(1977) y Eichelbaum et al. (1979) de forma independiente descubrieron que el
metabolismo de debrisoquina y esparteina, respectivamente, es polimérfica y mas
tarde se demostré que estos farmacos son metabolizado por upa enzima en
comun (CYP2D6, cuya actividad esta determinada por los rasgos genéticos).
Fenotipicamente una poblacién especifica puede estar compuesta por UM, RM, IM
y PM (ltagaki F., et al., 2004). La distribucién de las variaciones geneticas y los
fenotipos es dependiente de la etnicidad (Chowbay B., et al., 2005). El individuo
con fenotipo PM es debido a la presencia de dos alelos no funcionales o supresion
de un gen entero, mientras que el fenotipo del EM es debido a uno o dos alelos
con la funcion normal. El fenotipo de IM se encuentra generalmente en los
individuos que presenten un alelo nulo y otro alelo con funciéon normal, mientras
que los UM suelen presentar mas de un gen funcional extra , figura No.18
(Ingelman S. M., 2005).

2.8 CYP2(9

El gen CYP2C9 se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 10
(g23.3-g24.1) (figura No.19), estd compuesto por 9 exones, presenta hasta 34
variantes alélicas (www.cypalleles.ki.se), pero de éstas sdélo los alelos CYP2C9*2
y CYP2C9*3 son los mas frecuentes reportadas en ofras poblaciones
(http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/posters/chromosome/omi

m.shtmi#GeneMap y Hamdy S. |, et al., 2002). El polimorfismo CYP2C9*2 se
encuentra en el exédn 3, donde existe un cambio de una Cen lugardeuna T en la
posicion 430 produciendo el cambio del amincacido 144 (arginina por cisteina)
mientras que CYP2C8*3 se encuentra en el exén 7 y consta de la sustitucion de
una A por una C en la posicion 1075 que genera el cambio del aminoacido 359
(isoleucina por leucina) figura No.20 y en ambos casos estos cambios generan
una disminucion en la actividad enzimatica, ya que este gen codifica para la
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enzima con

mismo

nombre (figura

No.21)

{www.uv. es/jcastell/Metabolismo_de_xenobio ticos.pdf., Wedlund P., 2000, Nagata
K.y Yamazoe Y., 2002, Takada K., et al., 2004 y Speed W. C., et al., 2009).
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Figura No.19 Cromosoma No.10 {(— ubicacién exacta del gen CYP2C9) (www.genecards.com).
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Figura No.20
Se observa el
gen CYP2CG
con los 19
SNPs no
sindnimos

ubicados en
los exones
3578y9 de
los 34
polimorfismos
en total,
reportados

hasta la
fecha, y
subrayados

de color rojo
se encuentran

los alelos *2 y *3. CYP2C9 codifica una proteina de 490 aminoacidos con un peso molecular de 556 kD

{Zhou S. F., et al,, 2009).
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Los individuos homocigotos para el
CYP2C9%2 o *3 expresaran un fenotipo
metabolizador lento (PM) para los
farmacos que metabolizan (tabla No.2
y 3), siendo algunos de los relevantes
la S-warfarina, S-acenocumarol vy
fenitoina, principalmente ya presentan
una ventana terapéutica muy estrecha
con lo que se pasa de niveles
terapéuticos a niveles toxicos o hasta

la muerte, cuando no es detectado a

tiempo (www.cypalleles ki.se).

Figura No.21 Enzima CYP2C9
www.es.wikipedia.org/wikifCYP2C9.

La enzima citocromo P450 2C9 o
CYP2C9 es miembro del sistema oxidasa de funcién mixta, que participa en el
metabolismo de xenobioticos y varios grupos importantes de fammacos, incluyendo

diversos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y los sulfonilureas.

Por su parte el diclofenaco (4'-hidroxilasa) y la tolbutamida (metilhidroxilacidn)
(Kumar V., et al., 2006) son los dos farmacos mejor estudiados hasta la fecha, se
utilizan como substrato de prueba de la actividad enzimatica de 2C9 para estudios
de fenotipificado, a pesar de que se ha observado algo de actividad de otras

enzimas de CYP2C para estos substratos (Wester M. R, et al., 2000).

Anteriormente se diferenciaba entre 2C8, 2C9 y 2C10, en la actualidad debido a
que estas tres enzimas son tan similares y sin mayores diferencias clinicas, se
mencionan como 2C9. Ademas comparten la misma region en el cromosoma 10
(Inoue K., et al., 1994).

El CYP2CY junto con el CYP2C19, constituyen el 20% de la actividad enzimatica
de P450 en el higado (Dickmann L. J., et al, 2001) lo que representa
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aproximadamente el 10% de los farmacos de uso mas frecuente en la clinica

{(Miners J. O. y Birkett D. J., 1998 y Llerena A., et al., 2004).

Funcionan comg substratos del CYP2C9: los antiinflamatorios no esteroideos
incluyendo los inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (Cox-2), la fenitoina, S-warfarina,
tolbutamida, tetrahidrocanabinol, pero viéndose mejor esquematizadc en la tabla
siguiente cada uno de estos (Newlands A. J., et al.,, 1992 y Galli E. y Feijoo L.,
2002, Dickmann L. J., et al., 2001).
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Tabla No.3 Farmacos melabolizados por CYP2C9 (Miners J. O., et al., 1998, www.genecards.orglcgi-
infcarddisp.pl?gene=CYP2C9&search=CYP2C9, Llibre J. M., et al,, 2002, Wilkinson G. R., 2005, Flockharl
D. A., 2007 y Welch R. M., 1979).

Por otra parie, como se menciona en la tabla 2 existen algunos principios activos o

sustancias que producen la inhibicion de CYP2C8 como es el caso de algunos
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inhibidores selectivos de la recaptura de la serotonina (ISRS), dentro de los cuales
la fluvoxamina es el mas potente inhibidor (Newlands A. J., et al., 1992), otros
inhibidores también de gran importancia son: el fluconazol, ketoconazol,
metronidazol, itraconazol, ritonavir, etc. (Dickmann L. J., et al., 2001). En caso
contrario, el inductor de mayor importancia claramente identificado es la
rifampicina (Newtands A. J., et al, 1992), aun que también actian como

inductores la fenitoina y el secobarbital (Dickmann L. J., et al., 2001).

Estudios recientes indican que los diversos polimorfismos genéticos que presenta
esta enzima, muestran frecuencias especificas de cada poblacion como es el caso
de la japonesa que presenta una frecuencia del 2% y del 6-9% de los caucasicos
que son metabolizadores pobres (Hemeryck A., et al., 1999 y Coutts R. T. y
Urichuk L. J., 1999).

Por su parte el alelo CYP2C9*2 es causante del 20-30% de la pérdida de la
actividad enzimatica, mientras que la mutacion *3 pueden reducir la actividad V ax
hasta el 70%. Esto es debido a la disminucion de la afinidad y unién de la enzima
al sustrato por cada uno de los cambios presentes en cada polimorfismo. La
conversion de la enzima CYP2C9*1 (tipo silvestre) en el punto mas alto, es similar
a la de CYP2C9"2, pero a diferencia del alelo CYP2C9*3 que disminuye sin
afectar la unién al sustrato y sin alterar la interaccion con la reductasa pero si esta

involucrado con la reduccion de la catalisis (Wei L., et al., 2007).

Recientemente se realizd la comparacién in vitro e in vivo del metabolismo de la S-
warfarina que confirmé el decremento de la aclividad catalitica de la variante
CYP2C89*3. In vivo en administraciéon oral el aclaramiento del principio activo se
redujo un 90% para los sujetos heterocigotos y 66% para los homocigotos
tomando en cuenta el valor obtenido para el control, es por esto que a los sujetos
gue presenten cualquiera de estas variantes es necesario e indispensable el
ajuste de la dosis ya que la eliminacion del principio activo es lenta
(Yasar U., et al., 1999).
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2.9 CYP2(19

Por otra parte, el gen CYP2C1719 ubicado en el brazo largo del cromosoma 10
(q24.1-q24.3) figura No.22, esta compuesto por 9 exones y presenta 26
polimorfismos (www.cypalleles.ki.se). El alelo CYP2C19*2 consiste en la
sustitucion de una G por una A en la posicion 681 en el exén 5 que origina un
corte y empalme aberrante y produce una proteina truncada e inactiva. El alelo
CYP2C19*3 esta definido por el cambio de una G en lugar de una A en la posicion
636 en e! exdn 4, lo que produce un codén de paro prematuro (figura No.23)
(Wedlund P., 2000 y Xiao Z. S., et al., 1997). Los individuos homocigotos para
estos alelos presentaran un metabolismo lento (PM) para varios farmacos como:
amitriptilina, omeprazol, lansoprezol, pantoprezol, fenitoina, fenobarbital,

ciclofosfamida, progesterona, carisoprodol, R-hexobarbital, S-mefenitoina

(Burmester J. K., et al., 2010), moclobamida, N-esmetildeazepam (Goldstein J.,
2001, Wedlund P., 2000, Manoclopoulos V. G., 2007, Bae J. W., et al., 2007 y
Roses A. D., 2008).

Figura No.22 Cromosoma No.10 {— ubicacion exacta del gen CYP2C19) (www.genecards.com).
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Figura No.23 Posicién de los 26 SNPs no sindnimos presentes en el gen CYPZ2C18, presentes en los
exones 3, 5, 7.8 y 9. Y subrayados de color rojo se encuentran los alelos *2 y *3 (Zhou S. F., 2009).

Por otra parte la S-mefenitoina se usa como el substrato de prueba de la actividad
2C19, incluso anteriormente se referian al 2C19 como la enzima S-mefenitoina
(Galli E. y Feijoo L., 2002 y Alexanderson B., et al., 1969).

El CYP2C19 junto con su pariente cercano el CYP2C9, comprenden el 20% de la
actividad enzimatica en el higado (Dickmann L. J., et al., 2001). La frecuencia de
los metabolizadores pobres depende de cada poblacién como es el caso del 2-6%
en los caucasicos, del 15-20% de los japoneses y del 10%-20% de los africanos
(Rasmussen B. B., 1998).

En cuanto a los inhibidores el principal es la fluvoxamina (Rasmussen B. B.,
et al., 1998), pero también la fluoxetina, la paroxetina, ticlopidina, modafinii,
ritonavir y omeprazol funcionan de esta manera (Ko J. W. et al., 1997
Grozinger M., et al., 1998 y Donahue S, et al., 1999). Al contrario la rifampicina

es el inductor mas conocido (Zhou H. H., et al., 1990). Y como sustratos del
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CYP2C19 encontramos a diversos principios activos como: clomipramina,
imipramina, citalopram, moclobemida, tolbutamida, proguanil, hexobarbital,
mefobarbital, mefenitoina, propranolol, omeprazol, diazepam (tabla No.2 y 4)
(Galli E. y Feijoo L., 2002, www.cypalieles.ki.se, Donahue S., el al.,, 1999 y
Flockhart D. A., 1995).

Antthlaticos

Tabla No.4 Farmacos metabolizados por CYP2C19 (Goldstein J., 2001, Santiage C., et al., 2002, Wedlund
P., 2000 vy Manoclopoules V. G., 2007).

Finalmente es jmportante mencionar que para ambos genes, CYP2C9 vy
CYP2C19, el genotipo *1/*1 origina un fenotipo metabolizador extenso (mas
frecuente), los genotipos *1/*2 y *1/*3 expresaran un fenotipo metabolizador
intermedio, mientras que *2/*2, *3/*3 y *2/*3 presentan un metabolismo lento
(PM), siendo este ultimo el de mayor interés a nivel clinico (ltagaki F., et al., 2004
y Xiao Z. S., et al., 1997).
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3. JUSTIFICACION



3. JUSTIFICACION

El conocimiento de las frecuencias de las variantes genéticas presentes en el gen
CYP2C8G y el CYP2C19 en poblacion mexicana (mestiza e indigena) pueden
utilizarse para ayudar a individualizar el tratamiento farmacolégico mediante ia
seleccion del farmaco y la dosis mas adecuada. De esta forma se mejoraria la
respuesta individual a fAirmacos que son metabolizados por las enzimas CYP2C9
y CYP2C19, ya que se reducirian los efectos secundarios y las reacciones
adversas, ademas de gue se obtendria una mayor eficacia terapéutica. Esto es
particularmente critico en el caso de farmacos que presentan una ventana

terapéutica muy estrecha, lo que exige un control muy estricto.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia genotipica y alélica de los polimorfismos CYP2C9*2,

CYP2C9*3, CYP2C19*2 y CYP2C19*3 en poblaciéon mexicana.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia genotipica y alélica de CYP2C9 (*2 y *3),
CYP2C19(*2 y *3).

e Determinar la frecuencia de individuos metabolizadores lentos (PM) de
CYP2C9y CYP2C19 en 200 mestizos y en 300 indigenas mexicanos.

« Comparar las frecuencias obtenidas con lo reportado para otras

poblaciones.
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5. HIPOTESIS



5. HIPOTESIS
Las frecuencias de los polimoifismos CYP2C9 (*2 y *3) y CYP2C19 (*2 y *3) en

poblacion mestiza e indigena mexicana son diferentes a las reportadas para otras

poblaciones.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MUESTRAS BIOLOGICAS

6.1.1 POBLACIONES ESTUDIADAS

Se estudiaron dos grupos pertenecientes a la poblacion mexicana, tomando en
cuenta que previo a la toma de muestra cada uno de los individuos firnaron una

carta de consentimiento informado.

El primer grupo estd compuesto por 243 individuos mestizos del Distrito Federal y
del estado de Mexico (Los Reyes la Paz). El segundo grupo comprende 495
individuos provenientes de varios grupos indigenas: 1:otomies {Actopan, Hidalgo);
2:tarahumaras (Chihuahua); 3:tzeltales (Chiapas); 4.purépechas (Michoacan); 5 y
6:nahuas de Zitlala y Chila (Guerrero); 7.nahuas de Santo Domingo (Morelos);
8:nahuas de Milpa Alta (D.F.); 9:nahuas de Coyolillo (Veracruz}); 10:nahuas de

Necoxtla (Veracruz} y 11:nahuas de Ixhuatlancillo (Veracruz).

Las muestras de mestizos mexicanos provienen del banco de DNA del
Departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez. Todos los individuos tienen ambos padres y abuelos de

ascendencia mexicana.

Las muestras de poblaciones indigenas fueron proporcionadas por la
Dra. Rosenda Pefaloza del Departamento de Genética del Centro Médico
Nacional Siglo XXI (IMSS), la Dra. Leonora Buentello del Instituto de
Investigaciones Antropoldgicas (UNAM) y por el banco de DNA del Departamento
de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco

Suarez. En su recoleccion se realizaron los analisis pertinentes para asegurarse
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que pertenecian a esos grupos étnicos como: dialecto, grupes sanguineos ABQO y
Rh (O Rh"), y diversos marcadores genéticos (LDLR, GYPA, HBGG, D738, GC y
HLA DQA1 (Antigeno Leucocitario Humano)) (Buentello M. L., et al., 2008).

6.2 TOMA DE MUESTRA

Cada una de las muestras fue tomada en condiciones asépticas (material nuevo y
estéril) (figura No.24). La muestra fue de aproximadamente 15mL de sangre
periférica en tubos vacutainer que contenian ACD (acido citrico—dextrosa) como

solucion anticoagulante.

Figura No.24 Toma de muestra y
tubos con anticoagulante ACD
(Lab. de Geneética Molecular,
INNN,MVS).

S — i

6.3 LISIS DE GLOBULOS ROJOS Y OBTENCION
DE LEUCOCITOS

Para el analisis de cada una de las muestras se utjlizd
DNA gendmico que fue extraido a partir de glébulos

blancos. Para ello, primero es necesario eliminar los

Figura No.25 demas elementos celulares (figura No.25), como es el
Transferencia a  tubo . . .

conico de 15 mL. caso de los eritrocitos por medio de lisis. Se utilizé la
(Lab. de Genética .. . . .

Molecular, INNN,MVS). técnica de TTS, que se describe a continuacion.
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1. Transferir 3 mL de sangre a un tubo cénico de 15 mL y agregar tres veces
el volumen igual de amortiguador TTS (Tris 10mM (pH 7.6), triton al 1%,

sacarosa 0.32M}. Invertir el tubo varias veces.

2. Centrifugar a 4000 rpm/6 minutos; decantar con cuidado.

3. Agregar al botén 1 mL de amortiguador TTS. Resuspender el botdn

(agitacion) y pasar a un microtubo de 1.5 mL. Agitar hasta homogenizar.

4. Centrifugar a 14000 rpm/4 minutos en microcentrifuga. Decantar anadir

1 mL de amortiguador TTS, resuspender.

5. Centrifugar a 14000 rpm/4 minutos en microcentrifuga {repetir de dos veces

a tres veces el paso anterior, hasta que el botén sea de color blanco).
6.4 EXTRACCION DE DNA GENOMICO (METODO TTS)

Al botén de leucocitos limpio agregar 570 pL de NaCl 5 mM. Agitar dos
minutos y colocar 30 pL de SDS al 10%. Agitar dos minutos y agregar 200
pL de NaCl saturado y agitar 10 minutos.

1. Centrifugar a 14000 rpm/20 minutos a
4°C. Decantar el sobrenadante a un tubo

de 13x100mm estéril.

2. Agregar 600 pL de cloroformo alcohol-

Figura No.26 DNA isoamilico, agitar por 10 minutos y

omi . .
Labde  Genetica centrifugar a 14000 rpm durante 15 min.
Malecular,
INNN,MVS).
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3. Pasar la fase acuosa a otro tubo, que contenga 3 mL de etanol absoluto a

-20°C para precipitar el DNA (figura No.26).

. Agregar 600 pL de etanol al 70%, homogenizar y centrifugar a 14000 rpm

durante 15 minutos, decantar y posteriormente dejar evaporar el etanol en
condiciones estériles, finalmente resuspender el DNA en un microtubo con
1.5 mL de agua esteril, colocar en bafo maria a 50°C durante 24 horas
(Buffone G. J. y Darlington G. J., 1985).

6.5 CUANTIFICACION DEL DNA GENOMICO

. La muestra de DNA gencmico se diluye 1:100, para lo cual se colocan

495 ulL de agua inyectable estéril y 5 ul. de DNA genomico.

Se homogeniza adecuadamente en vortex.

Se lee a una longitud de onda de 260nm y 280nm, se calibra utilizando

agua inyectable estéril (blanco) en una celda de cuarzo.

Con estos resultados se calculd la concentracién y pureza de cada una de las

muestras de DNA.

La integridad de cada una de las muestras de DNA
genomico se verifico mediante electroforesis en gel

de agarosa (figura No.27).

1.

6.6 INTEGRIDAD DEL DNA GENOMICO

Figura No0.27 Gel de
agarosa al 0.8% con las
muestras ya cargadas.

TBE (amortiguador tris-borato-EDTA) al 0.5X. fh?qb,qlifv%‘;”é“ca Molecular,

Se prepara un gel de agarosa al 0.8% con
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2. Se carga cada uno de los pozos con 1ulL de DNA gendmico y 0.5ul de

amortiguador de carga.
3. Se dejan correr las muestras a 100V durante 1hr.

4. Se tine el gel en una solucién de bromuro de etidio (10 mg/mL) por 10seg y
se elimina sumergiendo el gel en agua durante 20 min. o por mas tiempo si

es necesario.
5. El gel se observa en el transiluminador de luz ultravioleta (figura No.28).

6. El DNA integro se observa como una sola banda de alto peso molecular.

Figura No.28 Gel de agarosa al 0.8% lisio
para observarse en el transiluminador de luz
UV. (Lab. de Genética Molecular,
INNN MVS).

6.7 AMPLIFICACION MEDIANTE

6.7.1 PCR CONVENCIONAL

Los fragmentos especificos para cada uno de los alelos ey A |
estudiados (CYP2C9*2 y *3) y (CYP2C19"2 y *3) S€ Figura No.2% Microtubos

. . .. dentro del termociclador.
amplificaron mediante la reaccion en cadena de 1a (ap de Genética Molecutar,

INNN,MVS).

polimerasa (PCR) (figura No0.29) para posteriormente
utilizarlos en una reaccion enzimatica (PCR-RFLP) de
acuerdo a lo descrito por {Yasar U., et al, 1999 vy
Ohkobo Y., et al., 2006).
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Los oligonucledtidos empleados y las mezclas de reaccion se muestran en la

tablas siguientes (5 y 6).

Una vez terminada la reaccion de PCR, se verificaron los fragmentos amplificados

en gel de agarosa al 2% utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb

(Roche).

Tabla No.5 SECUENCIAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS PREVIAMENTE DISENADOS
PARA CADA UNO DE LOS POLIMORFISMOS Y LA RESPECTIVA MEZCLA DE

REACCION
Nombre del Secuencia de oligonucledtidos Mezcla de
alelo 5 —3 reaccion
CYP2C9*2 (24pb) DNA 2uL
TACAAATACAATGAAAATATCATG Master mix (Qiagen)10pulL
(21pb) Cligonucledtido F 1l
CTAACAACCAGACTCATAATG Oligonucledtido R 1L
) HxO Bl
CYP2C9*3 (30pb) DNA 2uL
AATAATAATATGCACGAGGTCCAGAGATGC | Master mix (Qiagen)10uL
(22pb) Oligonucledtido F 1pL
GATACTATGAATTTGGGACTTC Oligonucledtido R 1L
HzO 6L
CYP2C19*2 | (20pb) DNA 2L
ATTACAACCAGAGCTTGGC Master mix (Qiagen)10uL
(21pb) Cligonucledtido F 1L
TATCACTTTCCATAAAGCAAG Oligonucledtido R 1L
MgClz 1L
Hz0 5pL
CYP2C19*3 | (20eb) DNA 2L
ACTTTCATCCTGGGCTGTGC Master mix {Qiagen)10pL
(21} Oligonucledtido F 1ul
ACTTCAGGGCTTGGTCA ATA Oligonucledtido R 1L

MgClz 1uL
DMSC 1.5pL
HzO 3.5uL

*Nota: La alicuota de 2 L de DNA es equivalentes a ~100 ng.
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Tabla No.6 CONDICIONES DE REACCION Y EL TAMANO DEL
FRAGMENTO AMPLIFICADO QUE SE OBTIENE

Condiciones de reaccion

Tamano del fragmento

84°C/5min

94°C/60seg
56.1°C/30seq 40 ciclos
72°C/30seg

72°C/7min

691pb

94°C/10min
94°C/30seg
57.3°C/30seg ¢ 40 ciclos
72°C/30seg

72°C/7Tmin

167pb

94°C/10min
94°C/30seg
52.8°C/30seg > 40 ciclos
72°C/30seg

72°C/5min

167pb

94°C/10min
94°C/30seg
53°C/30seg 40 ciclos
72°C/30seg

72°C/5min

233pb
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6.7.1.1 RESTRICCION ENZIMATICA

La restriccion enzimatica se realizo en los fragmentos amplificados mediante PCR

convencional, de la siguiente forma:

1. Para la elaboracion de la mezcla de reaccion se coloca en un microtubo de
0.25 - 1.5 mL, dependiendo de la cantidad que se desea preparar (plc
muestra): 2 uL de amortiguador, 2.5 L de H20 estéril y (5U) 0.5 pL de la

enzima. La mezcla se homogeniza perfeclamente y se centrifuga.

Por otra parte se colocan 15 L del producto de DNA amplificado por PCR y
5 L de la mezcla en tubos de 0.25 mL (esto se realiza sobre una gradilla

fria) y se homogeniza toda la mezcla.

2. Se colocan las muestras en bafio maria a 30°C (Smal) o 37°C (BamH|,

Avall y Nsil) por una hora.

3. Se prepara el gel de agarosa al 3% con TBE al 0.5X.

4. Trascurrido el tiempo, las muestras se colocan en cada uno de los pozos y
se corren a 300 V aproximadamente hasta que el primer colorante (azut) se

encuentre a 2 cm de la orilla del gel.

5. El gel se revela en bromuro de etidio, se lava con agua, se lee y se

determinan los genotipos.

En la tabla No.7 se muestra de una forma sencilla cada una de las enzimas de
restriccion y el sitio de corte que reconocen, la mezcla de reaccion y los genotipos

posibles en cada caso.
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Tabla No.7 ENZIMAS DE RESTRICCION UTILIZADAS EN CADA CASO

Nombre del fragmento Enzima Mezcla de Genotipos
amplificado (sitio de corte) reaccion Posibles
CYP2C9*2 Anabaena variabiiis DNA 15uL Hn=164 y 527pb
(Aval) Avail 0.5uL Ht=164, 527 y 691pb
Amortiguador 2L
. . Hm=691pb
5...GIGACC..."3 H,0 2.5pL
CYP2C9*3 Neisseria sicca DNA t5uL Hn=167
(Nsil} Nsif 0.5uL Ht=63, 104 y 167pb
Amortiguador 2ulL _
, . Hm= 63, 104pb
5. ATGCAST...'3 H,0 2.5pL
CYP2C19*2 Serratiamarcescens DNA 15pL Hn=50y 117ph
(Smal) Smaf 0 5L HI=50, 117 y 167pb
Amortiguador 2pL _
. . Hm=167pb
5...CCCIGGG..."3 H,0 2.50L
CYP2C19*3 Bacillus amyloliquefaciens | DNA 15uL Hn=96 y 137pb
(BamHI} BamH1 0.50L Ht=96, 137 y 233pb
Amortiguador 2L
. . Hm=233pb
5'...GIGATCC...'3 H,0 2,501
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6.7.2 TR-PCR

La técnica PCR tiempo real se utilizé sélo para procesar algunas de las ultimas
muestras de los alelos CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19%3 ya que al inicio de
este proyecto no se tenia acceso a esta tecnologia porque no se contaba con el
equipo necesario. Este metodo es muy rapido por lo que es posible obtener los
genotipos en aproximadamente 1:30h ({Higuchi R., et al, 1993 y Kubista M.,
et al., 2006).

Para realizar esta técnica se utilizaron sondas previamente disefiadas para cada
polimorfismo {www.cypalleles.ki.se). En la tabla No.8 se muestran las condiciones

de cada reaccion.

Tabla No.8 MEZCLA DE REACCION Y LA SONDA UTILIZADA
EN CADA CASO

Nombre del Sonda Mezcla de
alelo reaccién
CYP2C9*2 C_25625805_10
# Catalego: DNA 40 ng (1 pL)
4362691 Sonda 0.25 pL
CYP2C19*2 C_25986767_70 | Master Mix (Qiagen) 2.5 pL

# Catalogo: H20 1.25 L

4362691

C_27861809_10 Total de reaccion.5 pL

CYP2C19*3

# Catalogo:

4362691

Cada enzima de restriccidon ulilizada y el sitic de corte que reconocen, la mezcla de reaccion y los genotipos
posible en cada caso. Hn: homocigoto normal, Ht: heterocigoto y Hm: homocigoto mutado (Gonzalez H. M, et
al., 2003 y www._cypalleles ki.se).
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Una vez obtenidos cada uno de los genotipos, se calcularon las frecuencias
genotipicas y alélicas de CYP2C9*2y *3, de CYP2C19*2 y *3 de cada una de las
poblaciones estudiadas. Se analizan cada uno de los grupos para saber si es que

se encontraban en equilibrio {Hardy-Weinberg).

Por otra parte, los datos resuitantes en cuanto a las frecuencias de la poblacién
mestiza se compararon con los obtenidos en la poblacion indigena y entre si. Y
finalmente los datos obtenidos en el presente estudio se comparan con los
reportados en otras poblaciones, por medio de la prueba de X? de Mantel-

Haenszel.
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7. RESULTADOS Y
ANALISIS DE RESULTADOS



7.1 ANALISIS ELECTROFORETICO

Se analizaron un total de 243 muestras de DNA de poblacion mestiza y 495
muestras de poblacion indigena mexicana. En cada una de las muestras se
verifico la integridad del DNA gendémico mediante el andlisis electroforetico en gel
de agarosa al 0.8%. En todos los casos las muestras presentaron una buena
calidad del DNA gendmico extraido. En la figura No.19 se puede observar el DNA

genomico de 4 muestras representativas.

Figura No.30 DNA genomico de 4
mueslras en gel de agarosa al 0.8%.
{Lab. de Genélica molecular,
INNN,MVS).

7.2 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

Todas las muestras también se analizaron por espectrofotometria, observando
una concentracién promedio de 120 a 200 ng/pL y una pureza de 1.5 a 1.8. Estos
resultados sirvieron para calcular la concentracion de DNA para realizar PCR,
PCR-RFLP y TR-PCR.
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7.3 GENOTIPIFICACION

Los productos de PCR obtenidos en cada una de las reacciones se verificaron en
gel de agarosa al 2%, para posteriormente realizar la restriccion enzimatica, bajo
las condiciones de reaccion ya establecidas previamente para cada caso. Como

resultado, se obtuvo el genotipo correspondiente a cada una de las muestras.

En la figura No.31 se pueden observar de forma representativa los genotipos
obtenidos tanto para CYP2C9*2 como para CYP2C9"3, mientras que en la figura
No.32 se observan los genotipos para CYP2C19*2y CYP2C19"3.

CcYP2C9*2 CYP2C9"3

M12345¢678 M1 2

+~—167pb

Figura No.31 Genotipos de CYP2C9*2 y CYP2C9'3. M. marcador de peso molecular,

Hn: homocigoto normal, Hm: homocigoto mutado, Ht: heterocigoto. (Lab. de Genética molecular,
INNN - MVS).
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Figura No.32 Genclipos de CYP2C19'2 y CYP2C19'3 M: marcador de peso molecular,

Hn: homocigeto normal, Hm: homocigoto mutado, Ht heterocigote.  (Lab. de Genética molecular,
INNN - MVS)

7.4 ANALISIS ESTADISTICO

7.4.1 FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS

Las frecuencias genotipicas y alélicas obienidas para ambos genes se muesiran
en la tabla No.8. Se puede observar que para la poblacion indigena, las
frecuencias de los alelos silvestres CYP2C9*1 y CYP2C19*1 fueron 98% y 94% vy
para los alelos CYP2C9*2y CYP2C19%2 fueron 2% y 6%, respectivamente. Los

alelos CYP2C9*3 y CYP2C19*3 no se encontraron presentes en ninguna de las
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muestras analizadas. Por otra parte, para la poblaciéon mestiza, las frecuencias de
los alelos CYP2C9*1 y CYP2C19*1 fueron 97% y 92%, para los alelos CYP2C9*2
y CYP2C19*2 fueron 3% y 8%. Los alelos CYP2C9*3 y CYP2C19*3 no fueron

detectados en ninguna de las muestras de esta poblacion.

En cuanto a las frecuencias genotipicas para la poblacién indigena se observo que
la proporcion de homocigotos silvestres fue 96% para CYP2C9 y 89% para
CYP2C19, la frecuencia de individuos heterocigotos fue 3% para CYP2C9 y 10%
para CYP2C19, y la frecuencia de homocigotos fue 0.2% para CYP2C9*2 vy
CYP2C19*2. Por otra parte, para la poblacién mestiza las frecuencias obtenidas
de homocigotos silvestres fueron 93% para CYP2C9 y 84% para CYP2C19. La
frecuencia de individuos heterocigotos fue 7% para CYP2C9 y 16% para
CYP2C19, y no se encontrd presencia de homocigotos mutados para CYP2C9. En
el caso de CYP2C19 se observo que 0.4% de los individuos presentaron un
genotipo homocigoto CYP2C19*2/CYP2C19*2, que corresponderia a un fenotipo

metabolizador lento.
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£9

MESTIZA MEXICANA, OBTENIDAS EN EL PRESENTE TRABAJO

Tabla No.9 FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE (CYP2C9*2y *3y CYP2C19°2 y *3) EN POBL

A FRECUENCIAS GENOTIPICAS FRECUENCIAS Al
" | €92 y 2y CYP2C19°2y 3 YP2C9*2 y 3 y CYP
POBLACION |, SR A (YPaCo2y Sy
| CYP2CD CYP2C19 CYP2C9
ol n Hn Ht Hm n Hn Ht Hm bt | 2 ]
1:0tomies {Actopan, =2| 63 | 0.81(57) | 0.09 (6) 0 63 | C.98(62) | 0.02 (1) 0 0.95(120) | 0.05(6) | © 0.5¢
Hidalgo) «ale3 | 163 0 0 63 1(63) 0 | 0
2:Tarahumaras *2| 44 | 0.96 (42} | 0.02(1) o0.02(1) | 44 0.91(40) | 0.09(4) 0 0.97 (25) | 003 ) 0 05
{Chihuahua) 2| 44 | 144 a 0 44 1(44) 0 0
3:Tzeltales (Chiapas) 2] 31 ] 084 29) | 0.06 ) 0 31| 0.97 30) | 0.03 (1) | o 097(60)  003f2) O 0.9
a2 1@% 0 0 3t | 1{31) 00 !
4:Purépechas 203w 105 0 0 I 1@ | 0 T 0 1{70) 0 0 1
{Michoacin) 3|35 1@ | 0 o |33 1@y o 0 |
5Mahuas de Zitlala <2| 45 | D98 (44) | 0.02 () 0 45 145 0 0 099(89) [ 001(1) O 1
3| 45| t@s | 0 0 45 145 | 0 0
€:Nahuas de Chila 2l 2] 8 0 0 28 086(24) | 014(a) ] O 1 {56) 0 0 0.9
{Guerrero) 3] 28 1(28) 0 0 28 1{(28) 0 0
7Mahuas de Santo 2|78 097 (17 003 | © [178 077 (137 02240)| 001 (1) O 89351 | 001(5) | © | 08
Domingo (Morelos) 3| 178 1(¢178) o | 0 178 1(178) 0 0
EMahuasde Milpaia  [<2| 11| 1011) 0 0 TRENES 0 0 1(22) 0 0 1
{DF) af 1] ¢ 0 0 1) 11t 0 0
9:Mahuas de Coyaldio 2| 22 | 0.96 (2N | 0.04 (1) 0 26 08325 ' ot1qm)| O 088(55) o002(1) O 09
[Veracruz) 3|28 128 0 0 28 | 1i28) o | o !
10Nabuas de Necoxla | 2| 32 | 097 (3%) | 003 (1) O |32 1@32) o0 0398 {63)  o002{1)| O 1
(Veracruz) a2 10 o |, 0 2, 1(32) 0 0 !
Mahuzs en intal 2| 322] 0.98 314) | 0.02(@) 0 322[ 0.85274) | 0.15 (47} | 0.0023 (1) )] 0.99 (636) | 0.01 (8)
«alin| 1p27) 0 0 2 132 0
indigeras en ftal 21495 :IJH{-ITH n.ntm ul:m 435 0.82{441) 010 53)
“Al495 |
‘3] 243

g frecuencia genotipica, a= frecuencia aléfica, ;: numero de alelos, Hn— homomgoto normal Ht= heteromgoto ¥ Hm— |
Nota: El cilculo de las frecuencias se realizo tomando como 100% equivale a 1.



7.4.2 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Se calculo el Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada poblacion mediante la

siguiente formula:

[=p*+2pg+

Los datos obtenidos para la poblacion indigena y mestiza mexicana analizadas se

muestran en la tabla No.10.

Tabla No.10 EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG DE LA POBLACION INDIGENA Y
MESTIZA MEXICANA

Frecuencia Frecuencia

Genotipo N observada IC 95% esperada* Eq. H-W
Poblacién indigena mexicana
CYP2C9™1/*1 477 0.96 0.95-0.99 0.96
CYP2C9*1/*2 17 0.03 0.006-0.044 0.03 4.07
CYP2C9*2/*2 1 0.002 -0.002-0.005 0.003
CYP2C19*1/*1 441 0.89 0.87-0.98 0.89
CYP2C19*1/*2 53 0.10 0.006-0.116 0.10 0.07
CYP2C19*2/*2 1 0.002 -0.005-0.014 0.002
Poblacién mestiza mexicana
CYP2C9*1/*1 226 0.93 0.88-0.95 0.93
CYP2CE 1/*2 17 0.07 0.04-0.11 0.07 0.32
CYP2C9*2/*2 0 0 - 0
CYP2C19*1/*1 203 0.84 0.70-1.02 0.84
CYP2C19*1/°2 39 0.16 -0.29-0.28 0.15 0.36
CYP2C19*2/2 1 0.004 -0.007-0.013 0.007

*Caleulade mediante Hardy-Weinberg
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Se observo que tanto la poblacion indigena como la poblacion mestiza se
encuentran en equilibrio, ya que tanto las frecuencias observadas como las
esperadas son muy similares, también tomando en cuenta que cada uno de los
valores obtenidos de Xi° resultaron menores de 5.99 (gi=2 al 95%) se puede

asumir, que ambas poblaciones se encuentran en equilibrio.

7.4.3 PRUEBA DE Xi?

Las frecuencias genotipicas obtenidas para CYP2C9 y CYP2C19 de la poblacién
indigena fueron comparadas con las observadas en la poblacidbn mestiza (tabla
No.11). Solo se analizaron las frecuencias de los genotipos heterocigotos, ya que
los genotipos homocigotos silvestres no son relevantes, porque son los que se
encuentran en mayor proporcion dentro de una poblacion. Por otra parte, los datos
obtenidos para los genotipos homocigotos mutados son despreciables ya que
presentan un valor de cero en practicamente todos los grupos estudiados. El

grado de significancia se asumio como P<0.05.

Tabla No.11 PRUEBA DE X# ENTRE AMBOS GRUPOS DEL PRESENTE TRABAJO

Frecuencia
Genotipo Indigenas | Mestizos X7 P
CYP2C0*1/2 3% 7% 5.37 0.02
CYP2C19*1/*2 10% 16% 4.26 0.039
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Tanto el genotipo CYP2C9*1/*2 (p=0.02) como CYP2C19*1/*2 (p=0.039)
mostraron una diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a las
frecuencias presentes en ambas poblaciones. Esto puede deberse a que a pesar
de que los grupos indigenas no son totalmente puros, genéticamente hablando, se
encuentran mas conservados debido a su aislamiento, en comparacién con la

poblacion mestiza.

También se compararon las frecuencias genotipicas encontradas para el grupo
nahua {grupo mexicano mayontario de la poblacion indigena) con las de la
poblacién mestiza (tabla No.12) Se observo que la diferencia para el genotipo
CYP2C91/*2 es mas significativa (p=0.009) que para el conjunto de la poblacion
indigena estudiada, pero es menor para el genotipo CYP2C19*1/*2 (p=0.63).

Tabia No.12 PRUEBA DE X ENTRE LA POBLACION NAHUA Y LA MESTIZA

Frecuencia
Genotipo Nahuas | Mestizos X p
CYP2CG*1/*2 2% 7% 6.65 0.0098
CYP2C19*1/*2 15% 16% 0.23 0.63

También se realizd la comparacion de las frecuencias genotipicas obtenidas de
CYP2C9*1/*2 y CYP2C19*1/*2 entre cada uno de los grupos indigenas (tabla
No0.13 y No.14).
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Tabla No.13 PRUEBA DE X# PARA CYP2C9*1/*2 ENTRE LOS GRUPOS INDIGENAS

Poblacién Frecuencia X p

Otomies vs Tarahumaras 9% 2% 221 0.13

Otomies vs Nahuas de Zitlala 9% 2% 2.29 0.13

Otomies vs Nahuas de Santo 9% 3% 4.80 0.03
Domingo

Otomies vs Nahuas de Coyolillo 9% 4% 0.96 0.33

Otomies vs Nahuas de Necoxtla 9% 3% 1.26 0.26

Tzeltales vs Tarahumaras 6% 2% 0.78 0.38

Tzeltales vs Nahuas de Zitlala 6% 2% 0.85 0.36

Tzeltales vs Nahuas de Santo 6% 3% 1.08 0.29
Domingo

Tzeltales vs Nahuas de Coyolillo 6% 4% 0.25 0.62

Tzeltales vs Nahuas de Necoxtla 6% 3% 0.38 0.54

En la tabla No.13, se muestra la comparacion de las frecuencias obtenidas para
CYP2C9*1/*2 entre cada uno de los grupos indigenas anafizados, observando
diferencia estadisticamente significativa entre ios otomies (9%) y los nahuas de
Santo Domingo (3%) ya que presentan un valor de p=0.03. Esto podria deberse a
que los otomies han conservado mas sus raices y se han mezclado menos que
otros grupos, mostrando asi una frecuencia muy baja, en comparacion con los
nahuas de Santo Domingo, que claramente se observa que es un grupo mestizado

por su cercania con el Distrito Federal.
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Tabla No.14 PRUEBA DE Xi* PARA CYP2C19*1/*2 ENTRE LOS GRUPOS INDIGENAS

X7

Poblacion Frecuencia p
Nahuas de Santo Domingo vs 22% 14% 0.96 0.33
Nahuas de Chila
Nahuas de Santo Domingo vs 22% 11% 2.02 0.16
Nahuas de Coyolillo

Nahuas de Santo Domingo vs 22% 9% 3.96 0.046
Tarahumaras

Nahuas de Chila vs Nahuas 14% 11% 0.16 0.69
de Coyolillo

Nahuas de Chila vs 14% 9% 0.46 0.49
Tarahumaras

Nahuas de Coyolillo vs 11% 9% 0.05 0.82
Tarahumaras

Tarahumaras vs Otomies 9% 2% 3.24 0.07

Tarahumaras vs Tzeltales 9% 3% 0.99 0.32

Nota: Para la elaboracion de cada uno de las analisis de Xi” los gl=1.

En la tabla No.14, se muestran los resultados del anaiisis de X2 de las frecuencias

obtenidas para CYP2C19"1/*2 en cada uno de los grupos indigenas analizados,

en donde se puede observar que existe diferencia significativa entre los nahuas de

Santo Domingo de Morelos (22%) y los tarahumaras de Chihuahua (2%) ya que

presentan un valor de p=0.046. Lo que podria deberse, de igual forma que en el

caso anterior (tabla No.13), ya que la poblacion tarahumara es un grupo mas

conservado debidc a que ha existido menor mezcla con otros grupos en

comparacion con los nahuas de Santo Domingo, que es un grupo mas mestizado.
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Por otra parte en la tabla No.15 se muestra la comparacion entre los datos

obtenidos en este estudio y los reportados en otras poblaciones.

Tabla No.15 FRECUENCIAS ALELICAS DE CYP2C9*1, *2y *3 y CYP2C19 *1, *2y *3EN DIFERENTES

POBLACIONES A NIVEL MUNDIAL

CYP2C9 CYP2C19
POBLACION n I o I ) I "3 n I P I 7} I 3 REFERENCIAS
Caucésica 0.21% 2-3% Meyer U. A., 2000. / Mizutani T.. 2003.
Espariola 102 075 | 016 010 Dorado P, et al, 2003.
Norte americana / 325 0.78 0.15 0.07 105 0.87 0.13 8] Gaedigk A.. et al., 2001. / Goldstein J. A, et al 1997,
Europea-americana
— —— P o —% 1 o . - g = —
Boliviana 778 | 092 | oos | 003 778 0.92 0.08 0.001 | Heydyv. etal zo0s.
= — NESSE— — <= .. - = - S — —
| cotan
yer U. A., 2000. / Mizutani T., 2002
Asiatica 239 19%
Egipcia 247 | 082 | 012 006 247 0.89 0.1 0.002 | HamdyS 1. etal, 2002.
u i i -+ -} = M| =l B
trani 160 | 079 | 0.1 0.10 Peyvandi F.. et al.. 2002,
Turca 499 | 079 | 0.11 0.10 404 (.88 0.12 0.004 | Aynacioglu A. S.. Brockmaller J.. et al, 1999. /
Aynacioglu A. 5., Sachse C . et al. 1999
Europea
Britanica 200 | 079 L 013 | oo Stubbias M. J.. el al.. 1996,
Alemana 367 | 082 ] o1 0.08 328 084 | 016 0.002 | Cascotil., etal.. 1996. 1 Aynacioglu A. S . et al.. 1999,
ltaliana 157 080 § O0.m1 0.09 Scordo M. G.. et al., 2001,
- SR N = B o -1~ i " H
Sueca 430 082 | oM 0.07 160 083 017 0 Yasar U, et al, 1999 [ Chang M., et al. 1995.
i Meyer U. A., 2000.
Oriental 10-25% ¥
China 102 0.95 0 0.05 121 0.50 0.50 0.003 Gaedigk A.. etal., 2001 /wWang S. L., et al., 1995,
Japonesa 218 | 0.98 0 0.02 106 067 | 023 0.104 [ MNasuk. etal, 1997,/ Goldstein J. A, et al., 1997.
. A I —] S BN B
Coreana [574 0.99 0 0.01 103 0.68 0.21 0.12 | YoconY.R. etal 2001./Ron H. K., el at., 1996.
Taiwanesa 196 0.97 0 0.03 236 0.63 0.32 0.055 Suflivan-Klose T. H, et al., 1996. / Goldstein J, A., et
l.. 1997,
I | - N . -
Africana H
Afro- 120 0.95 1 003 0.01 216 0.75 | 0.25 0 Dickmann L. J.. el al, 2001. / Goldstein J. A., el
Americana al., 1997,
M i
Amerindia
Nativa canadiense 114 0.91 0.03 0.06 15 0.81 0.19 0 Gaedigk A., el al., 2001.fNowak M. P., at at., 1998.
Mexico-americana 97 0.74 0.15 0.10 346 0.90 0.10 0.001 Llerena A., et al., 2004. / Gonzalez H. M., et al., 2003.
Indigena mexicana | 495 | 0.98 | 0.02 (] 495 094 | 0.06 0 “Este estudio”
Mestiza mexicana 243 0.97 | 0.03 1] 243 0.92 0.08 0 —I "Este estudio”
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En cuanto a CYP2C9*2 en el presente estudio se muestra una frecuencia alélica
del 3% para la poblacidon mesliza y del 2% para la indigena, por lo que se realizo
la comparacion de ambos grupos con la poblacidén boliviana (5%), afro-americana
(3%) y nativa canadiense (3%) (tabla No.16), ya que como se observa son las
frecuencias mas parecidas a las encontradas. Sélo se observo una diferencia
estadisticamente significativa entre la poblacion boliviana y la indigena mexicana
(p=0.00002).

Tabla No.16 PRUEBA DE X# PARA CYP2C9*2 EN LA POBLACION MEXICANA EN
COMPARACION CON OTRAS POBLACIONES

Poblacién Frecuencias X7 p
Boliviana 5% M 3% 2,71 0.09
I 2% 17.51 0.00002
Afro-americana 3% M 3% 0.7 0.79
I 2% 1.15 0.28
Nativa canadiense 3% M 3% 0.02 0.88
| 2% 1.43 0.17

M: poblacidn mestiza e I; peblacién indigena.

Por ofra parte, el analisis de la frecuencia alélica de CYP2C19*2, en comparacion
con las frecuencias alélicas de la poblacion mestiza (8%) y la indigena (6%) con la
de la poblacion egipcia (11%), mexico-americana (10%) y la boliviana se muestran
en la tabla No.17. Se observa diferencia estadisticamente significativa de la
poblacion indigena mexicana con cada una de las poblaciones analizadas y que
podria explicarse, ya que la poblacion indigena se encuentra mas conservada
{(geneticamente) a diferencia de la mestiza que es resultado de la mezcla de

diversas raices genéticas a través del tiempo.
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Tabla No.17 PRUEBA DE X# PARA CYP2C19*2 EN LA POBLACION MEXICANA EN
COMPARACION CON OTRAS POBLACIONES

Poblacién Frecuencias X p
Egipcia 11% M 8% 1.80 0.81
| 6% 13.98 0.00018
Mexico-americana 10% M 8% 0.83 0.36
| 6% 11.62 0.00065
Boliviana 8% M 8% 0.09 0.75
| 6% 2877 0.0000001

M: poblacién mestiza e | poblacién indigena.

Por lo que respecta al alelo *3, para ambos genes la frecuencia fue de 0%, ya que

no se presentd en |a totalidad de los individuos analizados.

En contraste con lo que se ha reportado en otras poblaciones respecto a
CYP2C9*3, donde se muestran frecuencias muy bajas pero no ausencia como tal,
a diferencia de CYP2C19*3 en donde la frecuencia de diversas poblaciones es
similar: europeo-americana, sueca, afro-americana y la nativa canadiense. Por
otra parte los datos contrastan en ambos casos con lo informado para diversas
poblaciones, por ejemplo, para el alelo CYP2C9*3 en la poblacion turca, irani,
espanola e incluso la poblacion mexico-americana, que presentan valores hasta
de 10%, o las frecuencias reportadas para el alelo CYP2C19*3, en la poblacién

coreana y japonesa que reportan datos hasta de 12%.
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8. CONCLUSIONES



8. CONCLUSIONES

Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas para CYP2C9*2,
CYP2C9*3, CYP2C19*2 y CYP2C19*3 en 243 individuos mestizos y 495
indigenas mexicanos, siendo un mayor numero de individuos de los que

inicialmente se habian propuesto.

En el total de las muestras analizadas se encontraron individuos que presentaban

alguno de los tres fenotipos metabolizadores posibles (MR, Ml y MP).

La poblacion indigena presentd una frecuencia de 96% para CYP2C9 y de 89%
para CYP2C19 correspondientes a individuos con un metabolismo rapido y 93%
para CYP2C9 y 84% para CYP2C19 en la poblacién mestiza. Los individuos con
metabolismo intermedio en la poblacion indigena fue 3% para CYP2C9 y 10%
para CYP2C19 y para la poblacion mestiza fue 7% para CYP2C9 y 16% para
CYP2C19. Y en cuanto a la frecuencia de metabolizadores lentos la frecuencia
correspondiente a la poblacion indigena es de 0.2% para CYP2C9 y de 0.2%
CYP2C19, para la poblacion mestiza fue de 0% CYP2C9 y de 0.4% para
CYP2C19.

Tomando en cuenta que estos fenotipos metabolizadores son debidos al alelo *2
unicamente, ya que no se encontro la presencia del alelo *3 en ninguno de los

casos.

La frecuencia alélica de CYP2C9*2 fue 3% en poblaciébn mestiza mexicana, de
manera similar a lo reportado en poblacion boliviana (5%} e igual que para afro-
americana (3%) y nativa canadiense (3%). En cuanto a la poblacion indigena
mexicana (2%} solo la poblacion afro-americana (3%) y la nativa canadiense (3%)

presentaron datos similares. La ausencia del alelo CYP2C9*3 en mestizos e
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indigenas mexicanos, no fue similar a lo reportado en las poblaciones antes

mencionadas.

Por otro lado, para el caso de la frecuencia alélica de CYP2C19*2 encontrada en
este esludio en la poblacion mestiza (8%) y en la indigena (6%) muestra similitud
entre si, con la poblacion egipcia {(11%), mexico-americana (10%) y boliviana
(8%). En lo gue respecta al alelo CYP2C719*3 tanto la poblacion europeo-
americana, sueca, afro-americana y la nativa canadiense mueslran una frecuencia
de 0%, como lo determinado para la poblacién indigena y mestiza aqui es

estudiada.

Los resultados de este estudio, contribuyen a un mayor conocimiento de la
estructura genética en la poblacion mestiza e indigena mexicana. En particular,
son importantes para considerarlos en la evaluacion de la respuesta clinica y en la
aparicion de efectos adversos producidos por los farmacos, que son sustratos de
las enzimas CYP2C9 y CYP2C19, en especial de los que presentan una ventana

terapéutica estrecha.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

* Se analizaran mas polimorfismos presentes en otros CYPs, enzimas de
fase Il, transportadores, receptores, elc.

» Contar con bases de datos correspondientes a cada individuo en cuanto a
su perfil genético.

¢ La aplicacion de la farmacogenética en la practica clinica, podra aportar
informacion valiosa para de esta forma minimizar los efectos adversos.

+ Permitira dar una farmacoterapia mas segura y eficaz, al permitir identificar
aquellos sujetos portadores de genes de susceptibilidad ya sea al efecto o a
los eventos adversos de diferentes agentes terapéuticos (farmacoterapia
personalizada).

¢« En el area de investigacion, se aportaran datos para una seleccion mas
adecuada de posibles candidatos, mejorando los criterios de inclusion vy

exclusion.
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10. ANEXOS



GLOSARIO

Alelo forma alterna de un gen.

Amplificacion un aumento del nimero de copias de un fragmento especifico de
ADN.

Electroforésis un método que permite separar grandes moléculas (como
proteinas o fragmentos de ADN) en una mezcla de moléculas similares. Se pasa
una corriente eléctrica por el medio de suspensién y cada molécula. "viaja" por el
medio a velocidades diferentes que dependen de su tamano y carga eléctrica. La
separacion se basa en estas diferencias. La agarosa y los geles de acritamida se

usan cominmente para separar acidos nucleicos y proteinas.

Endonucleasa (del griego endon = dentro; asa = sufijo que indica actividad
enzimatica). Enzima que corta una moléecula de ADN en un sitio interno de la

secuencia de nucleotidos.

Endonucleasa de restriccion Enzima que reconoce especificamente
determinadas secuencias y corta a la molécula de ADN en ese sitio. De las
bacterias se obtuvieron mas de 400 enzimas que reconocen mas de 150

diferentes secuencias de ADN (sitios de corte por enzimas de restriccién).
Eucariotas (del griego eu = bueno, verdadero; karyon = nucleo, nuez) organismos

caracterizados por poseer células con un nlcleo verdadero rodeado por una

membrana.

98



Ex6n  region de un gen gue contiene la informacion para producir la proteina
(regién codificante).

Farmacocinética el estudio de los procesos fisico-quimicos que sufre un farmaco
cuando se administra o incorpora a un organismo. Estos procesos serian

liberacion, absorcion, distribucidn, metabolizacién y eliminacion.

Farmacodinamia ciencia que estudia el mecanismo de accion de los farmacos, es
decir estudia como los procesos bioquimicos y fisiologicos dentro del organismo

se ven afectados por fa presencia del farmaco.

Farmacogenética es el estudio de la influencia de factores genéticos en ia

variacion individual en la respuesta a los farmacos.
Farmacogenomica es mas global ya que prevé el estudio de todo el conjunto de
genes y su contribucion a la variabilidad en la eficacia de los medicamentos y la

toxicidad.

Farmacotecnia rama encomendada a la preparacion de las drogas segun

administracion individualizada.

Genes (del griego genos = nacimiento, raza; del latin genus = raza, origen)
segmentos especificos de ADN que controlan jas estructuras y funciones
celulares; la unidad funcionai de la herencia.

Genética; el estudio de la herencia de los caracteres.

Genoma: todo el material genético de los cromosomas de un organismo en

particular {contenidos en una sola célula).
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Heterocigoto que posee dos formas diferentes de un gen en particular; cada una

heredada de cada uno de los progenitores.

Homocigoto que posee dos formas idénticas de un gen especifico heredadas de

cada uno de los progenitores.

indice o ventana terapéutica es la dosis a la cual se produce la muerte en el
50% de una poblacion determinada (DLso) entre la dosis minima necesaria para

lograr el efecto deseado (DEsg).

Intrén la secuencia de bases de ADN que interrumpe la secuencia de un gen que

codifica para una proteina (region no codificante).

Locus (plural = Joci) posicion de un gen en un cromosoma.

Mutacion segun Vries (1901) es cualquier cambio heredable en el material
hereditario que no se puede explicar mediante segregacion o recombinacion. A
partir de 1953, Watson y Crick se menciona que una mutacion es cualquier cambio
en la secuencia de nucleétidos del ADN y que es la fuente primaria de variabilidad

genética en las poblaciones y se encuentra presente en <1%.

Polifarmacia es el consumir mas de 3 medicamentos simultaneamente (OMS).

Polimorfismo variacion estable en un locus de la secuencia genética, que se

detecta en el >1% de una poblacién especifica.

Polimorfismos de un solo nucleétido {(SNP) es el tipo mas comun de variacion

genética, y puede ocurrir cada 100 a 300 bases.

Posologia el estudio de la dosificacion de los farmacos.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, de las iniciales en inglés
Polimerase Chain Reaction) método de amplificacién de una secuencia de bases
del ADN usando una polimerasa termoestable y dos cebadores ("primers”), con lo
que el objetivo es obtener un numero determinado de copias a partir del fragmento

inicial.

RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphisms; polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion) bajo esta sigla se reconoce las
variaciones entre individuos de la longitud de los fragmentos de ADN cortados por
enzimas de restriccion. Este hecho generalmente es causado por mutaciones en

el sitio de corte.

Sonda (del francés sonde, abreviacidn del anglosajon sundline) molécula de ADN
o ARN monocatenario con una secuencia de bases especifica, marcada
radiactivamente o inmunolbégicamente, que se utiliza para detectar secuencias de

bases complementarias por hibridacién.

Toxicologia el estudio de los efectos nocivos o toxicos de los farmacos.
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