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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de las variantes del gen CYP2D6: *4, *6 y *10 y predecir el fenotipo
metabolizador en una muestra de 145 individuos no consanguineos, aparentemente sanos, residentes del estado
Aragua, Venezuela. Los genotipos fueron determinados mediante ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa
seguidos de digestion con endonucleasas de restriccion. La prediccion del fenotipo metabolizador se realizé con base
al sistema Activity score. Las frecuencias de CYP2D6 *4, *6 y *10 fueron de 14,5%, 0,3% y 1%, respectivamente;
un porcentaje significativo de individuos fueron categorizados como metabolizador rapido heterocigoto/metabolizador
intermedio (23,5%) y metabolizador lento (4,1%). Esta informacion tiene impacto clinico potencial, porque CYP2D6
interviene en el metabolismo de farmacos de prescripcion frecuente como: carvedilol, captopril, cloroquina, codeina,
fluoxetina, fluvastatina, haloperidol, idarrubicina, indinavir, imatinib, loperamida, nifedipina, ondansetrén y tamoxifeno.
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ALLELIC VARIANTS OF THE CYP2D6: *4, *6 AND *10 IN A SAMPLE OF
RESIDENT FROM THE ARAGUA STATE, VENEZUELA

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the CYP2D6: * 4, * 6 and * 10 gene variants frequency and to predict the
metabolizer phenotype in a sample of 145 unrelated apparently healthy individuals residing in the state of Aragua,
Venezuela. Genotypes were determined by Polymerase chain reaction assays followed by restriction endonucleases
digestion. The metabolizer phenotype prediction was made based on the activity score system. The frequencies of
CYP2D6 * 4, * 6 and * 10 allelic variants were 14.5%, 0.3% and 1%. A significant percentage of individuals were
categorized as heterozygote-extensive/intermediate (23.5%) and poor metabolizers (4.1%), this information has potential
clinical impact, because the CYP2D6 protein is involved in the metabolism of drugs frequently prescribed as: carvedilol,
captopril, chloroquine, codeine, fluoxetine, fluvastatin, haloperidol, idarubicin, indinavir, imatinib, loperamide, nifedipine,

ondansetron and tamoxifen.
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INTRODUCCION

La terapia farmacolégica es uno de los pilares mas
importantes del tratamiento en la medicina moderna;
sin embargo, la respuesta terapéutica evidenciada no
siempre es homogénea, existiendo un amplio espectro
de respuestas. Esta variabilidad interindividual se debe
a factores diversos, incluyendo a los polimorfismos
en genes que codifican enzimas metabolizadoras de
farmacos, como la superfamilia del citocromo P450 (CYP)
™. Dentro de este grupo se encuentra la proteina CYP,

familia 2, subfamilia D e isoforma 6 (CYP2D6), la cual es
expresada principalmente en el higado y es responsable
del metabolismo del 25% de los farmacos ™.

En el gen CYP2D6 se han descrito mas de 100 alelos, los
cuales son clasificados en cuatro categorias de acuerdo
al impacto sobre la actividad enzimatica: los que generan
una proteina sin funcién, con actividad disminuida,
normal o incrementada (http://www.cypalleles.ki.se). Las
variantes CYP2D6*4 y *6 generan una proteina truncada
sin actividad y CYP2D6*10 una enzima con actividad
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disminuida @. La identificacion de los genotipos de
CYP2D6 permite predecir la capacidad de hidroxilacién y,
por ende, el fenotipo metabolizador ).

Debido a la existencia de diversos tipos de
metabolizadores, la Food and Drug Administration
(FDA) aprobd describir en el prospecto de 137 farmacos
que individuos con determinadas caracteristicas
fenotipicas, bien sea como consecuencia de la
presencia de variantes genéticas o por interaccion
medicamentosa, tienen el riesgo de experimentar
efectos adversos y responder o no a un tratamiento
especifico (http://www.fda.gov).

Diversos estudios poblacionales han demostrado
que la frecuencia de los alelos del gen CYP2D6 varia
considerablemente de una poblacién a otra ©; en
Venezuela se han reportado datos sobre CYP2D6 en
muestras poblacionales de la region centro-occidental
y de varias poblaciones amerindias nativas ™. En
virtud que el grado de mestizaje varia de acuerdo
con las diferentes zonas geograficas venezolanas, es
necesario generar conocimiento sobre la frecuencia
de variantes de dicho gen en otras regiones del pais,
para incrementar la informacion basica de importancia
en el disefio de estudios de farmacogenética. En este
trabajo se determinaron las frecuencias de variantes de
CYP2D6: *4, *6 y *10 con el fin de predecir el fenotipo
metabolizador, en una muestra de individuos residentes
del estado Aragua, Venezuela.

EL ESTUDIO

La muestra estuvo constituida por 145 individuos
sin relacion de parentesco, residentes en diversas
localidades del estado Aragua, compuesta por 72,4%
(n=105) de mujeres y 27,6% (n=40) de hombres,
todos mayores de edad, con una media de 32,5 + 10,6
afos y aparentemente sanos. El estado Aragua esta
ubicado en la region central del pais (9°20° a 10°29°'N
y 66°40’ a 67°45’0). Todos los participantes dieron el
consentimiento informado, el cual fue aprobado por el
Comité de Bioética del BIOMED. Se tomé una muestra
de 1 mL de sangre periférica a partir de la cual se aislo el
ADN genémico mediante una modificacion del método
de precipitacién salina ©.

En funcién de los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) y de acuerdo con lo descrito en la CYP Allele
Nomenclature Database (http://www.cypalleles.ki.se), se
indagd la presencia de los alelos CYP2D6*4 (1846G>A
y 100C>T), CYP2D6*4M (1846G>A), CYP2D6%6
(1707delT) y CYP2D6*10 (100C>T). Estas variantes
fueron seleccionadas en virtud de haber sido investigadas
en muestras de poblacion de la regién centro-occidental y
de grupos amerindios venezolanos @.

Las secuencias que contienen los SNP de interés fueron
amplificadas mediante ensayos reaccion en cadena de
la polimerasa empleando los oligonucledtidos cebadores
siguientes: a) Polimorfismo 7846G>A (rs3892097):
5- GCT TCG CCA ACC ACT CCG - 3’ (directo) y 5'-
AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC - 3'(reverso) ©; b)
Polimorfismo 1707delT (rs5030655): 5°- CCT GGG CAA
GAAGTC GCT GGACCAG -3 (directo) y 5'- GAGACT
CCT CGG TCT CTC G - 3'(reverso) (19; c) polimorfismo
100C>T (rs1065852): 5°- AAC GCT GGG CTG CAC
GGT AC - 3 (directo) y 5- TGA TGG TCC ATG TCG
GTG AGC A - 3" (reverso) (EGT, San Diego, CA, USA)
estos dos Ultimos fueron disefiados empleando el
programa Primer3 Version 0.4.0 (Cambridge, MA, USA).

Los SNP fueron determinados empleando la técnica
del polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) (Tabla 1) y las condiciones de
incubacién para la digestion fueron las recomendadas
por el fabricante de las enzimas de restriccion
(Promega®, Madison, WI, USA). Los genotipos para
cada polimorfismo fueron determinados en funcién del
perfil de los fragmentos de restriccion, evidenciados
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Los
sujetos con ausencia de los SNP investigados fueron
catalogados como CYP2D6*1.

El fenotipo metabolizador fue inferido de acuerdo
con los genotipos empleando el modelo de Activity
Score (AS) 4. Se asign6 el valor de 0 a las variantes
CYP2D6*4 y *6, un valor de 0,5 a CYP2D6*10 y de
1 a CYP2D6*1 ¢4 Los individuos con un AS de 0,
quienes presentaron genotipos compuestos por dos
alelos inactivos (*4 y *6) fueron catalogados como
metabolizadores lentos (ML), aquellos con un AS de 0,5
a 1 o con los genotipos *4/*10, *6/*10 y*10/*10 fueron
considerados como metabolizadores intermedios

Tabla 1. Fragmentos obtenidos al digerir con enzimas de restriccion las secuencias de ADN que contienen los

polimorfismos CYP2D6*4, CYP2D6*6'y CYP2D6*10

Polimorfismo Producto Enzi[na.c'le Tarpaﬁo del alelo Tarqaﬁp cjel alelo
PCR (pb) restriccion silvestre (pb) polimaérfico (pb)
1846G>A 354 BstOl 105, 249 354
1707delT 353 BstOl 163, 190 23,139, 190
100C>T 540 Kpnl 20, 520 540
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Tabla 2. Frecuencia de los genotipos de CYP2D6 en la poblacion de Aragua

Genotipo Genes activos Activity score Fenotipo n % (IC 95%)
*4/*48 0 0 6 41 (0,9-7,4)
*6/*6 0 0 0 0 0
*4/*6 0 0 0 0 0
*4/*10 1 0,5 MRhet/MI 0 0 0
*6/*10 1 0,5 MRhet/MI 0 0 0
*1/*4* 1 1 MRhet/MI 30 20,7 14,0-27,4)
*1/*6 1 1 MRhet/MI 1 0,7 (0,2-1,0)

*10/*10 2 1 MRhet/MI 0 0 0
*1/*10 2 1,5 MRhet/MI & 2,1 (0-4,4)
*1/*1 2 2 105 72,4 (65,1-79,8)

§: Los individuos de este grupo presentaron un genotipo compuesto por los alelos *4 'y *4M; t: Incluye a cuatro sujetos con los genotipos *1/*4M; ML:
metabolizador lento; MRhet: metabolizador rapido heterocigoto para el alelo dominante; MI: metabolizador intermedio; MR: metabolizador rapido

(MI), sujetos con un AS de 1 a 1,5 heterocigotos para
el alelo dominante (*1): *1/*4, *1/*6 y *1/*10, fueron
denominados metabolizadores rapidos heterocigotos
para el alelo dominante (MRHet) y los individuos con
un AS de 2 u homocigotos para el alelo *1 fueron
considerados como metabolizadores rapidos (MR) ©.
Los fenotipos Ml y MRHet fueron incluidos en un mismo
grupo en funcion de lo propuesto por Saladores et al. ©.

La frecuencia alélica encontrada fue comparada con
las de otras poblaciones mediante la prueba de chi
cuadrado con la correccion de Yate, se considerd
significativo un valor de p<0,05. Se calculé el intervalo

— - hj‘ —— 105

Figura 1. Visualizacién de los genotipos del polimorfismo
1846G>A mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
9%, M: Marcador de 50 pb; Carril 1: Producto PCR de 354
pb sin digerir; Carril 2: sujeto con el genotipo *1/*4; Carril 3:
Individuo con el genotipo *4/*4; Carrilles 4-7: sujetos con el
genotipo *1/*1
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de confianza con una seguridad del 95% (IC 95%)
con el programa SPSS Version 19 (IBM®, Armonk, NY,
USA). Para cada polimorfismo se investigé el equilibrio
de Hardy-Weinberg mediante el programa POPGENE
Version 1.31 (Edmonton, Canada).

HALLAZGOS

De los tres polimorfismos analizados en este trabajo,
solo en el caso de 71846G>A se observaron los tres
genotipos esperados (Figura 1). EI SNP 1846G>A en
estado homocigoto y heterocigoto se encontré con
una frecuencia de 4,1% (IC 95%: 0,9-7,4) y 20,7% (IC
95%: 14,0-27,4), respectivamente. Los polimorfismos
1707delT y 100C>T fueron encontrados solo en forma
heterocigota con una frecuencia de 0,7% (IC 95%:
0-2,1) y 24,1% (IC 95%: 17,-31,2) para cada uno. Los
SNP estudiados se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0,05).

En la Tabla 2 se muestra la frecuencia de los genotipos
de las variantes de CYP2D6 y la prediccion del fenotipo
metabolizador. Los genotipos identificados como *1/*1
corresponden a la forma silvestre para cada uno de los
polimorfismos analizados en este trabajo, sin embargo,
en este grupo de individuos también estan incluidos
metabolizadores lentos, intermedios y ultrarrapidos,
los cuales se evidenciaran cuando se analicen otros
polimorfismos de CYP2D6.

En la Tabla 3 se muestra la comparacion de la
frecuencia de las variantes alélicas CYP2D6*4, *6 y
*10 obtenidas en este estudio, con las reportadas en
poblaciones venezolanas y de otros paises. Del total de
cromosomas analizados (n=290) se determind que el
alelo mas frecuente fue el CYP2D6*1 (84,2%; I1C 95%:
79,9-88,4). La frecuencia del alelo *4 fue de 14,5% (IC
95%: 10,4-18,6), encontrandose dentro de este grupo al
subtipo *4M con una frecuencia de 3,5% (IC 95%: 1,3-



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2015; 32(4):746-51.

Variantes alélicas de CYP2D6: *4, *6 y *10

Tabla 3. Frecuencias de las variantes alélicas de
CYP2D6 en Aragua y otras poblaciones

Frecuencia

alélica de
Poblacion Cg’lg‘lﬁz%rggs CYP2D6 (%) Referencia

*4 *6 *10

. o Presente

Araglienos 290 14,5 0,3 1,0 et
Afroamericanos 544 39 06 29 3
Bari* 80 425 0 6,3 7
Brasileros 2040 94 NE 2,1 11
Caucasicos
e 694 19,7 1,0 2,2 &
Centrooccidentales
de Venezuelas 298 134 1,3 4,0 7
Colombianos 242 19,4 0 NE 14
Costarricenses 770 15,8 0,3 0,9 15
Cubanos blancos 260 14,6 0,8 04 4
Cubanos mestizos 252 14,3 1,2 0,8 4
Ecuatorianos 236 106 0 1,3 16
Esparioles 898 16,5 1,2 2,2 17
Mexicanos
R e 250 56 0 NE 12
Nicaraguenses 196 143 0 31 4
Panare* 92 54 0 33 7
Pemon* 80 25 0 1,3 7
Warao* 58 1,7 0 17 7

NE: No evaluado; F: Amerindios venezolanos ubicados hacia zonas pe-
riféricas del pais; §: Muestra proveniente de ciudad de Barquisimeto,
capital del estado Lara (9°20" a 10°48’'N y 69°9’ a’ 70°24°0).

5,6). Los alelos *6 y *10 presentaron una distribucion
de frecuencia de 0,3% (IC 95%: 0-1,0) y 1% (IC 95%:
0-2,2), respectivamente.

DISCUSION

La distribucion de los alelos de CYP2D6 muestra una
gran variabilidad poblacional, en esta investigacion se
pone de manifiesto que la muestra en estudio exhibe
diferencias significativas (p<0,05) en relaciéon a las
frecuencias del alelo *4 con muestras de poblacion de
brasileros (9,4%) (", mexicanos mestizos (5,6%) ('?
y amerindios venezolanos: panare (5,4%) ™, pemon
(2,5%) ), warao (1,7%) @ y bari (42,5%) ) (Tabla 3).
La diferencia en la distribucion de los alelos de CYP2D6
puede ser explicada por las particularidades evolutivas
de las poblaciones, lo cual se pone de manifiesto en la
actualidad por la variabilidad en el metabolismo y efecto
biolodgico de multiples xenobidticos (1.

Por otra parte, la frecuencia del alelo *4 encontrada
en la muestra de poblacion de Aragua (14,5%) es
estadisticamente similar (p>0,05) a lo reportado en
individuos de la regién centro-occidental de Venezuela
(13,4%) ™ y en poblaciones de caucasicos americanos

(19,7%) ©, colombianos (19,4%) ), costarricenses
(15,8%) 9, cubanos blancos (14,6%) *), cubanos
mestizos (14,3%) ¥, ecuatorianos (10,6%) (', espafioles
(16,5%) ", y nicaraglienses (14,3%) @ (Tabla 3).

En cuanto al alelo *6, no se evidenciaron diferencias
significativas  (p>0,05) al compararlo con otras
poblaciones ©47151) (Tabla 3); de igual forma
ocurre con CYP2D6*10 cuya frecuencia (1%)
es similar (p>0,05) a lo descrito previamente en
caucasicos americanos, espafioles y en poblaciones
latinoamericanas G451 (Tabla 3): no obstante, si
existen diferencias significativas (p<0,05) con dos
muestras de poblaciones venezolanas: la de centro-
occidentales (4%) y amerindios bari (6,3%) ™. Las
diferencias estadisticas observadas al comparar la
frecuencia de poblacién araguiefia con la reportada
en poblaciones de amerindios venezolanos ™ son
concordantes con datos historicos, los cuales revelan
que durante los primeros 150 afos de la conquista
espafiola la poblaciéon de amerindios fue reducida en
un 95%, por lo tanto, las caracteristicas actuales de
la poblacion mestiza venezolana evidencia un menor
aporte genético de estos grupos en relacion al aporte
espafiol ("®, esta reportado que en la regién central
donde se encuentra ubicado el estado Aragua, el
aporte espafiol es predominante (0,604 + 18) sobre el
amerindio (0,235 + 5) y el africano (0,161 £ 22) (9, Este
hecho aunado a los movimientos migratorios desde
Europa a América ® ha generado que la poblacion
venezolana, tenga una frecuencia considerable
del alelo CYP2D6*4, caracteristico de la poblacion
caucasica, y similar, estadisticamente, a poblaciones
de caucasicos americanos (p=0,063) y espafioles
(p=0,475) (Tabla 3).

Con relacion a la frecuencia del fenotipo ML, se encontro
que tiene un valor de 4,1%, siendo el doble que la
reportada en muestras de poblacion de venezolanos
mestizos de la ciudad de Barquisimeto ™ y también es
mayor a frecuencias observadas en varias poblaciones
mestizas latinoamericanas ('21516) en contraste con
el grupo de amerindios bari, donde se reportd 25% @.
Esta informacién tiene una aplicacion potencial en la
practica médica, ya que es probable que el grupo de
ML presente efectos adversos o baja respuesta a
determinados medicamentos de prescripcion frecuente
y que son metabolizados por la enzima CYP2D6, tales
como: amiodarona, amitriptilina, bisoprolol, carvedilol,
captopril, cloroquina, codeina, domperidona, fluoxetina,
fluvastatina, haloperidol, indinavir, imatinib, loperamida,
nifedipina, ondansetrén, tamoxifeno, venlafaxina; para
varios de estos farmacos existen guias de dosificacién
fundamentadas en las caracteristicas genéticas de los
pacientes, informacion que esta disponible en la base
de datos PharmGKB®.
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En este orden de ideas, la guia de dosificacion para
el farmaco metoprolol, de prescripcion frecuente en
arritmias cardiacas e hipertension arterial sistémica,
recomienda reducir en 75% la dosis estandar en los
sujetos con caracteristicas genotipicas de ML ?%; porque
pudieran estar sometidos al riesgo de desarrollar efectos
adversos caracteristicos de intoxicacion como: vision
borrosa, dolor toracico, mareos, sincopes, debilidad,
oliguria, disnea. Este ejemplo resalta la importancia de
continuar con las investigaciones sobre el gen CYP2D6,
donde incluya un numero mayor de individuos, tanto
de la regién central como de otras regiones del pais
y se analicen otros alelos que han sido reportados en
Venezuela y en poblaciones latinoamericanas.

En Venezuela existen pocos estudios sobre CYP2D6 y
otros genes involucrados en la variabilidad de respuesta
a farmacos; por lo tanto, aun no es posible integrar
conocimientos de farmacogenética a la practica clinica.
Los resultados de esta investigacion son importantes
para el disefio de estudios clinicos en virtud que el
conocimiento de la frecuencia alélica es un requisito para
un adecuado célculo del tamafio muestral en estudios
de casos y controles, de cohorte y de supervivencia
y asi generar conocimientos que contribuyan a lograr
el ajuste de la dosis de un farmaco determinado, de
acuerdo con las caracteristicas de cada individuo, lo
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