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RESUMEN

Introduccién: las variaciones del metabolismo de firmacos se basan en factores
constitucionales, genéticos y ambientales; por tanto, conocer el tipo y frecuen-
cias alélicas del polimorfismo del gen CYP2D6 de pacientes con enfermedad de
Huntington es relevante en la aplicacién y eficacia de tratamientos farmacoldgicos
beneficiosos y que mejoren su calidad de vida. Objetivo: establecer las frecuencias
alé¢licas y genotipicas del gen CYP2D6: *3, *4, *5 y *6 en una muestra poblacional de
pacientes con enfermedad de Huntington en Juan de Acosta, Colombia. Materiales
y métodos: estudio transversal, con muestreo de conveniencia no probabilistico
constituido por 23 individuos: 10 pacientes con signos y sintomas de la condicién, 5
familiares y 8 personas no relacionadas. Previa firma de consentimiento informado,

en muestras de sangre periférica se aislé y cuantific6 ADN en espectrofotémetro
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UV-Vis. La identificacién de polimorfismos: *3, *4 y *6 se realizé por variante RFLP-
PCR convencional y digestién con endonucleasas. El alelo *5 y duplicacién del gen
CYP2D6 se genotiparon mediante PCR real multiple. Resultados: en la muestra
poblacional los alelos CYP2D6 *4 y *6 tienen frecuencias de 0,304 y 0,435, respecti-
vamente; CYP2D6 *3 es monomérfico; asumiendo equilibrio genético poblacional,
la frecuencia del alelo mutado *5 es 0,295 y de 0,511, la duplicacién CYP2D6.
Conclusiones: ¢l genotipo mds representado en la poblacién fue el alelo silvestre
*1/*1 de CYP2D6*3, homocigético, el genotipo *4/*4 con alelo mutado representa
30,4%; finalmente, una frecuencia de 26,1% con duplicacién/multiplicaciéon de
alelos CYP2DG6 activos, valor mayor a los reportados en poblaciones mestizas hispa-

noamericanas y colombiana.

Palabras clave: enfermedad de Huntington, genotipo, CYP2D6, clozapina, tetrabe-

nazina, farmacogenética, frecuencia alélica.

SUMMARY

CYP2D6 allelic variants: *3, *4, *5 and *6 in patients with
Huntington’s disease residing in the municipality of Juan de
Acosta, Atlantico (Colombia)

Introduction: Variations in drug metabolism are based on constitutional, genetic
and environmental factors; therefore, knowing the type and allelic frequencies of
the CYP2D6 gene polymorphism in patients with Huntington’s disease is relevant
in the application and efficacy of available pharmacological treatments that are bene-
ficial and improve their quality of life. Aim: To establish the allelic and genotype
frequencies of the CYP2D6 gene: *3, *4, *5 and *6 in a population sample of patients
with Huntington’s disease in Juan de Acosta, Colombia. Material and methods:
Cross-sectional study, with non-probabilistic convenience sampling consisting of
23 individuals: 10 patients with signs and symptoms of the condition, 5 relatives
and 8 unrelated people. After signing the informed consent, DNA was isolated and
quantified in peripheral blood samples using a UV-Vis spectrophotometer. The
identification of polymorphism: *3, *4 and *6 was performed by Variant RFLP-
conventional PCR and digestion with endonucleases. The *5 allele and CYP2D6
gene duplication were genotyped by multiplex real PCR. Results: In the population
sample, the CYP2D6 *4 and *6 alleles have frequencies 0.304 and 0.435, respec-
tively; CYP2D6 *3 is monomorphic; assuming population genetic equilibrium, the
frequency of the mutated allele *5 is 0.295 and 0.511, the CYP2D6 duplication.
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Conclusions: The most represented genotype in the population was the wild type *1/*1
of CYP2D*3, homozygous, the genotype *4/*4 with mutated allele represents 30.4%;
finally, a frequency of 26.1% with duplication/multiplication of active CYP2D6 alleles, a
higher value than those reported in the Hispano-American and Colombian populations.

Keywords: Huntington’s disease, CYP2D6 genotype, clozapine, tetrabenazine,

pharmacogenetics, allelic frequency.

REsumMmoO

Variantes alélicas de CYP2DG6: *3, *4, *5 ¢ *6 em pacientes com
doenca de Huntington residentes no municipio de Juan de Acosta,
Atlantico (Colombia)

Introdugao: variagdes no metabolismo de drogas sio baseadas em fatores constitu-
cionais, genéticos e ambientais; portanto, conhecer o tipo ¢ as frequéncias alélicas
do polimorfismo do gene CYP2D6 em pacientes com doenga de Huntington ¢ rele-
vante na aplicagio e eficdcia de tratamentos farmacoldgicos benéficos que melhoram
sua qualidade de vida. Objetivo: estabelecer as frequéncias alélicas ¢ genotipicas do
gene CYP2D6: *3,*4,*5 ¢ *6 em uma amostra populacional de pacientes com doenga
de Huntington em Juan de Acosta, Colombia. Materiais e métodos: estudo trans-
versal, com amostragem nio probabilistica por conveniéncia composta por 23 indi-
viduos: 10 pacientes com sinais ¢ sintomas da doenga, 5 familiares ¢ 8 pessoas nio
aparentadas. Apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, o DNA
foi isolado e quantificado em amostras de sangue periférico em espectrofotémetro
UV-Vis. A identificagio dos polimorfismos: *3, *4 ¢ *6 foi realizada pela variante
RFLP-PCR convencional e digestio com endonucleases. O alelo *5 ¢ a duplicagio
do gene CYP2D6 foram genotipados por PCR multiplex real. Resultados: na
amostra populacional, os alelos CYP2D6 *4 ¢ *6 apresentam frequéncias de 0,304 ¢
0,435, respectivamente; CYP2D6 *3 ¢ monomérfico; assumindo o equilibrio gené-
tico da populagio, a frequéncia do alelo *5 mutado ¢ 0,295 e a duplicagio CYP2D6 ¢
0,511. Conclusdes: o gendtipo mais representado na populagio foi o alelo selvagem
*1/*1 de CYP2D6*3, homozigoto, o gendtipo *4/*4 com alelo mutado representa
30,4%; por fim, uma frequéncia de 26,1% com duplica¢iao/multiplicacio dos alelos
CYP2D6 ativos, valor superior aos relatados em populagdes hispano-americanas ¢

mesticas colombianas.

Palavras-chave: doenca de Huntington, genétipo, CYP2D6, clozapina, tetrabena-

zina, farmacogenética, frequéncia alélica.
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INTRODUCCION

La enzima Citocromo P-450 CYP2D6 es una monooxigenasa participe del metabo-
lismo de una gran variedad de firmacos neurolépticos y antipsicdticos de prescripcion
frecuente en la enfermedad de Huntington como la tetrabenazepina y clozapina, entre
otros [1, 2]. El gen que codifica para CYP2D6 estd situado en una regién altamente
polimérfica del cromosoma 22q13.1 [3]. Dentro de las principales causas de la varie-
dad de respuestas interindividuales a firmacos que son metabolizados por el citocromo
P450-CYP2D6 estén las variantes alélicas, se han descrito alrededor de 70, las cua-
les, en su mayoria llevan a un cambio en la actividad enzimatica (www.cypalleles.ki.se/

cyp2d6.htm).

El aumento, disminucién o pérdida completa de la actividad enzimdtica resultado de
la expresion génica permite definir cuatro fenotipos posibles: los metabolizadores
ripidos (normales) (MR) poseen dos alelos con funcién normal, los metaboliza-
dores intermedios (MI) poscen una copia del gen activo y una copia de un alelo no
funcional o dos alelos con actividad enzimatica reducida, mientras que los metaboli-
zadores lentos (ML) son aquellos individuos que poseen ambos alelos no funcionales.
Los metabolizadores ultrarrépidos (MU) son aquellos que tienen multiples copias
de alelos funcionales [4]. Existe una gran variabilidad étnica en la diversidad de los ale-
los y la incidencia en los fenotipos [5]. Entre un 5 a 10% de la poblacion caucdsica son
ML para los sustratos de CYP2D6 y la delecién completa del gen CYP2D6 (alelo *5)
representa el 4-6% de la poblacién [6-8].

En este trabajo se establecieron las frecuencias alélicas y genotipicas de los alelos *3, *4,
*S 'y *6 del gen CYP2D6 de pacientes sintomaticos con enfermedad de Huntington
residentes en el municipio de Juan de Acosta — Colombia. Para ello, se us6 una combi-

nacién de métodos basados en RFLP-PCR vy la técnica de gPCR multiplex.
METODOLOGIA

Estudio descriptivo, transversal y de investigacion aplicada a seres humanos con mues-
treo de conveniencia no probabilistico. La muestra estuvo constituida por 23 indivi-
duos voluntarios, oriundos y residentes de Juan de Acosta: 10 pacientes (4 mujeres y 6
hombres) con signos y sintomas de la condicién, cinco familiares y ocho personas sin
parentesco, quienes fueron convocados e informados sobre los objetivos y la importan-
cia del estudio. Los participantes cumplieron con los criterios propuestos de inclusién:
voluntarios, mayores de 18 afios, firma del consentimiento y exclusion, no alcohdli-
cos ni con enfermedad hepatica actual. Los pacientes con enfermedad de Huntington
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reportaron que los firmacos prescritos con mds frecuencia son tetrabenazina o cloza-
pina; algunos, estan tomando unos, amantadina y otros, 4cido valproico.

Todas las actividades de este proyecto fueron previamente aprobadas por el comité
cientifico y comité de Bioética de la Universidad Libre Seccional Barranquilla, las
Secretarfas de Salud Departamental y Municipal, y la Fundacién de Enfermos de Hun-
tington de Juan de Acosta.

Extracciéon de ADN:

Se extrajeron y procesaron 23 muestras de sangre periférica obtenidas de cada uno de
los participantes. Se utilizé el método de columna para la extraccion de células blan-
cas segun protocolo del kit GenElute Blood Genomic DNA (NA2020). El ADN se
cuantificé con espectrofotémetro de microvolumen UV-Vis (Thermo Scientific ™).
La pureza del ADN fue verificada por electroforesis en agarosa al 0,8%, con el uso de
coloracién fluorescente intercalante de ADN de doble cadena NANCY 525 (Sigma).
La concentracién final del ADN se ajusté a 20 ng/uL. Luego, se reservo alicuotado a
—60 °C para diferentes procedimientos moleculares.

Seleccién de Primers:

Se seleccionaron segun las referencias a continuacién mostradas y se confirmaron con

el programa BLAST del NCBI (Tabla 1).
Para identificar los alelos CYP2D6 *3, *4 y *6, utilizando el método RFLP-PCR con-

vencional con un juego de pares de primers confrontados, se procedié a la amplifica-
cién del segmento segun protocolos publicados en la literatura cientifica consultada

[8-11] (Tabla 2):

La reaccion se llevé a cabo en 35 ciclos. Precalentamiento a 95 °C por 5 min. Desnatu-
ralizacién a 95 °C por 30 segundos. Anillamiento a 58,8 °C por 30 segundos. Exten-
sién a 72 °C por 30 segundos, 72 °C por 5 min., 4 °C oo. El Protocolo de electroforesis
horizontal utilizado fue: Gel de agarosa 2%, buffer TBE 0,5X NANCY 520; los pro-
ductos de PCR se separaron a 65 voltios por 1 hora y 20 minutos. Los amplificados se
observaron en transiluminador de luz UV y luego, fotografiados. Se confirmé el seg-
mento amplificado (Figura 1) por secuenciacién realizada en Macro Gen.
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Tabla 1. Primers usados en las pruebas de RELP-PCR convencional y PCR-tiempo real.

GENOTIPO L T
(ALELO) PRIMERS 5’----3 FORWARD PRIMERS 5’----3' REVERSE
CYP2DG'3 Dé*3F: D6'3R: CCGAGAGCATACTCGGGAC
_A-2549-del.  GATGAGCTGCTAACTGAGCCC (10)
CYP2D6*4 .
G-1846-A D6*4F: GCCTTCGCCAACCACTCCG ?9? 4R: ABATCCTGCTCTTCCGAGGC
CYP2D6*5 DG'SR:

Delecién total

Dé6*SE:
CACCAGGCACCTGTACTCCTC

CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC
(11)

CYP2D6'6  pgigr. CCTGGGCAAGAA D6'6R: GAGACTCCTCGGTCTCTCG
T-1707-del GTCGCTGGACCAG )

DPKup 1(); éLCETFT%&TGCGCCCTATG&A DPKlow: GCCGACTGAGCCCT
(5.100 pb) an GGGAGGTAGGTA

2D6dupl-F CCTGGGAAGGCCCCATGGAAG  2D6dupl-R:

(11)

CAGTTACGGCAGTGGTCAGCT

Fuente: tomado de Flores ez al. (2015) [9], Saghafi ez a/. (2018) [10] y Dorado ez al. (2018) [11]

Tabla 2. Amplificacién del segmento por PCR convencional para determinar los polimorfismos.

Reactivo Con'ce‘nt.raci(’)n Volumen a tomar Concentracion
inicial (uL) final
GoTaq Master Mix 2X 10 1X
Primer (Forward) 10 yM 1 0,5 uM
Primer (Reverse) 10 uM 1 0,5uM
DNA 20 ng/uL 1,6 L <250 ng
H,O0TI - 6,4uL --
Volumen Total 20 L --

Fuente: elaborado por los investigadores (Tomado y modificado de [8-11]). uM: Micromoles; uL: microlitros;
ng: nanogramos; H,O TI: agua ultrapura tipo I.
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La Tabla 3 muestra los segmentos generados de la digestién con enzimas de restriccion

correspondientes a los alelos de CYP2D6 *3, *4 y *6 (Figura 1).

Tabla 3. Productos de la digestién obtenidos con enzimas de restriccion.

Longitud del
producto (pb)

Polimorfismo Enzima Productos de la digestion

Wild —type (AA): 188/88
CYP2D6*3 276 Mspl Heterocigoto: (A/-): 276/188/88
Mutante (-/-): 168/20

Wild-type (GG): 201/108
CYP2D6*4 309 BstNI Heterocigoto (GA): 309/201/108
Mutante (AA): 309

Wild-type (GG): 190/160
CYP2D6*6 350 BstNI Heterocigoto (GA): 350/190/160
Mutante (GC) (w: Ao T): 350

Fuente: tomado de Saghafi ez 4/. (2018) [10].

Aplicacién del método qPCR - multiplex para determinar la Delecién*5 y
Duplicacién del CYP2D6.

Se utilizé el termociclador en tiempo real CFX96 (BIO-RAD), junto con el programa
CFX manager para la realizacién del experimento y la visualizacién de los resultados
y la supermix EvaGreen SSOFAST (BIORAD). Como control positivo se utilizé una
muestra de ADN extra pura con nimero de referencia: NA1727 Coriell Institute for
medical research [12]. Las concentraciones de las muestras se ajustaron a 15 pg/uLy el

volumen a 20 pL [13], (Tabla 4).

Deleciéon *S: La desnaturalizacién se realizé a 95 °C por 2 min durante un ciclo y
94 °C, 1 minuto por 35 ciclos; la hibridacién a 65 °C por 1 min.; la extensién a 68 °C
por 5 minutos y la extensién final a 68 °C por 7 min.

Duplicacién de CYP2D6: La desnaturalizacidn se realizé a 95 °C por 2 min durante
un cicloy 94 °C, 2 minuto por 35 ciclos; la hibridacién a 52 °C por 1 min.; la extensién
a 68 °C por 3 minutos y la extensién final a 68 °C por 8 min.

Los resultados consisten en la interpretacion de las curvas generadas por el equipo.
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Tabla 4. Mezclas de reaccién para: qPCR del alelo *5 + DPK y detectar Duplicacién del CYP2D6.

DELECION ALELO™S + DUPLICACION DEL CYP2D6
REACTIVOS DPK
Concentracion Volumen Concentracion Volumen
EVAGREEN
SSOFAST Super 10x 10 uL 20x 10 uL
Mix
Primer F 100 uM 0,32 L 100 uM 0,32 L
(DPKup) E’L > P' E’L > y’
Primer R (DPK 100 uM 0,32 uL 100 uM 0,32 uL
low)
Primer F (5%) 100 uM 0,16 uL - -
Primer R (5%) 100 uM 0,16 uL - --
Primer 2D6dupl-
pone - - 100 M 0,16 uL
Primer 2Dé6dupl-
Rt - - 100 M 0,16 L
Agua libre de
RNasas -- 7,44 uL - 7,44 uL
DNA 15 ng/mL 1,6 L 15 ng/mL 1,6 L

Fuente: elaboracién por los investigadores. uM: micromoles; uL: microlitros; ng: nanogramos.

Analisis estadistico de los resultados: Para ¢l equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
se realizd prueba que incluyé 10°001.406 permutaciones en Arlequin v3.5.2 (p<0,05)
[14]. Los genotipos fueron construidos a partir de los alelos observados en cada per-
sona para predecir el fenotipo, a partir del genotipo molecular.

REsuLTADOS

Las edades de los individuos vinculados al estudio estaban comprendidas entre 35y 65
afios (promedio: 45,5 afios); el 65,21% (n=15) mujeres y 34,79% (n=8) hombres. El
vinculo de parentesco entre los pacientes con enfermedad de Huntington y los fami-
liares se encontraba desde, el primer grado hasta el cuarto grado de consanguinidad. El
37,5% toma medicamentos que no estin asociados con la prescripcién médica especi-
fica para su enfermedad, pero, les ayuda con los diferentes sintomas que se les presente
como dolor de cabeza, oido y de las articulaciones. En contraste, los pacientes repor-
taron que los firmacos de prescripcién para los sintomas de la patologia, no los toma-
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ban con la regularidad recomendada por los efectos secundarios como somnolencia,
mareos y dificultad para realizar las labores cotidianas.

En la Figura 1 se observan los segmentos generados durante la digestién con enzimas
de restriccion correspondientes a los alelos de CYP2D6 *3, *4 y *6 de esta muestra

poblacional.

10111213123456789101112

21622 €23 E2 E15 €16 17 B18 E19 E20 Cwn

Figura 1. Patrones de corte con enzimas de restriccidn, electroforesis en agarosa al 3%.

a.Control negativo (linea 1), MP (linea2), segmentosin tratamiento enzimético (linea 3,5y 7), segmentos digeri-
dos(linea4,6,8).b.Segmentosintratamientoenzimitico(lineal,3,5,7,9), Controlnegativo(linea11),MP (linea
13). Ena.yb en todas las lineas se observan muestras homocigotas para tipo salvaje (wt). c. segmentos digeridos
del CYP2D6.Enlineas1,2,3,4,6,7,9 se observan muestras homocigotas para tipo salvaje (wt); lineas S, 8, mues-
tras heterocigotos, linea 10 homocigoto mutante, linea 11 control negativo y MP (marcador de peso molecular).
Fuente: Elaboracion por los investigadores.

Frecuencias alélicas y genotipicas de la muestra poblacional.

Enlatabla 5 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas de los alelos *3, *4 y *6 del

CYP2D6 de la muestra poblacional.

Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas de polimorfismos CYP2D6*.

Polimorfismo | Genotipo g:’;gg;;;;; )| Aldo fal* (;;Ng

*1/*1 100,0 *1 1,0
Cyp2D6*3 *1/%3 0 "3 0,0

*3/*3 0

*1/*1 48 4 *1 0,696 0,36506
Cyp2D6*4 *1/*4 423 *4 0,304

*4/*4 9,3

*1/*1 31,9 *1 0,565 1,00000
Cyp2D6*6 *1/%6 49,2 *6 0,435

*6/*6 18,9

Fuente: claboracién por los investigadores. */: frecuencias alélicas.
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Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW): se encontré que en la muestra poblacional
el polimorfismo Cyp2D6*3 es Monomorfico para el alelo silvestre. Los marcadores
CYP2D6*4 y CYP2D6*6 no exhiben desviaciones de los preceptos de Hardy-Wein-
berg (EHW), dado los valores de p>0,05, siendo este tltimo marcador el que més
aporta a la diversidad genética en términos de heterocigosidad esperada en la muestra
poblacional (tabla 5). Todas las frecuencias esperadas se encontraron en equilibrio de

Hardy-Weinberg.

*S Delecion

La proporcién genotipica de individuos *5 corresponde a 8,7% mientras que la misma
en los individuos con el fenotipo silvestre es 0,913. Asumiendo EHW, la frecuencia del

alelo mutado es /=0,295 y la del alelo silvestre es /=0,705.
Duplicacion

La proporcion genotipica de individuos con la duplicacion del gen CYP2D6 corres-
ponde a 26,1% mientras que la misma en los individuos con el fenotipo silvestre es
73,9%. Asumiendo EHW, la frecuencia del alelo mutado es /=0,511 y la del alelo sil-
vestre es f=0,489.

Haplotipos CYP2D6*

En total se detectaron cuatro haplotipos en la muestra poblacional, siendo el mas fre-
cuente aquel que incluye los tres alelos silvestres y el menos frecuente, el que incluye

el alelo silvestre de los polimorfismos CYP2D6*3 y CYP2D6*6 y el alelo mutado del
polimorfismo CYP2D6*4 (Tabla 6).

Tabla 6. Tipo y frecuencia de haplotipos CYP2D6*.

Haplotipo Proporcion (%) de*
*1*1*1 54,02 0,000
*1*1*6 15,55 0,000
*1*4*1 2,50 0,000
*1*4*6 27,93 0,000

Fuente: elaboracion por los investigadores. *de: desviacién estandar.

Se establecié que los pacientes y sus familiares comparten los haplotipos *1*1*1, *1*1*6
y *1*4*6. Adicionalmente, los individuos que no son pacientes tienen en comun con el
grupo de pacientes y sus familiares los haplotipos *1*1*1 y *1*1*6, y presentan exclu-
sivamente el haplotipo *1*4*1.
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DiscusioNn

Es reconocido que determinar la prevalencia de los polimorfismos de CYP2D6 en
pacientes que reciben tratamiento con firmacos neurolépticos y antipsicoticos es de
gran importancia en la farmacogenética. La enzima CYP2D6 participa en la fase I del
metabolismo de casi el 25% de los farmacos clinicos y sus polimorfismos pueden afec-
tar el proceso metabélico de aproximadamente el 50% de estos. Las variantes alélicas
CYP2D6 pueden clasificarse en categorias, las cuales, generan una proteina con acti-
vidad catalitica nula, disminuida, normal, aumentada o cualitativamente alterada [15,
16]. Entre las variantes més importantes se encuentran CYP2D6 * 2, CYP2D6 * 4,
CYP2D6 * 5, CYP2D6 * 10, CYP2D6 * 17 y CYP2D6 * 41 [2]. Las frecuencias de
los alelos mas frecuentes en una poblacién son diferentes en cada grupo étnico [17].
De acuerdo con los antecedentes histéricos, en Colombia y otros paises latinoamerica-
nos relacionados con el descubrimiento de América, se pueden diferenciar tres grupos
étnicos importantes: los pueblos indigenas, los afrodescendientes y los mestizos; asi, la
poblacién mayoritaria mestiza del caribe colombiano, es el producto del cruce entre el
blanco espanol, el indigena nativo y el negro africano [18, 19].

En el presente estudio se analizé una muestra poblacional de Juan de Acosta, que
incluy6 pacientes sintométicos de enfermedad de Huntington, algunos familiares y un
grupo de individuos sin parentesco. Se utilizé la técnica molecular RFLP-PCR conven-
cional, la cual, fue seleccionada porque a través del tamano de los fragmentos de res-
triccidn, es posible determinar la presencia o no de la mutacién, por tanto, el genotipo
del paciente de forma rapida, reproducible y confiable. Sin embargo, estas pruebas diri-
gidas por si solas no detectan variantes del nimero de copias, lo que puede cambiar el
fenotipo asignado [16]. Por otro lado, se aplicé también, qPCR- Multiple para identifi-
car la Deleciéon*S y la Multiplicacién por su alta sensibilidad, especificidad, y se obtuvo
una eficiencia de amplificacién del 100% en todas las muestras, ademds de, permitir la
cuantificacién del nimero de copias del gen CYP2D6, con resultados reproducibles.

Asumiendo que, las distribuciones de las frecuencias genotipicas observadas se corres-
ponden con las esperadas para los alelos *3, *4 y *6 identificados mediante ensayo de
RFLP-PCR convencional, segin la Ley de Hardy Weinberg, en la tabla 5, se encontré
que:

En la muestra poblacional “costera” el genotipo mds representado fue el homocigético
para el alelo silvestre *1/*1 de CYP2D6*3, igual resultado se obtuvo en la poblacién de
la region centroccidental de Venezuela [20]; la frecuencia esperada del alelo inactivo
*3 fue de (0,0) en la muestra de la poblacién “costera” presentdndose monomérfico. El
CYP2D6*3 presenta una delecién de la adenina en la posicién 2549 expresandose en
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una proteina no funcional, sin actividad catalitica [21]. En el 2020, un estudio publi-
cado por Sarmiento et al., realizado en Bogota, con 212 sujetos voluntarios sanos no
emparentados, de 18 a 58 anos; 75% de ellos, hombres, reporta una frecuencia de 0,47%
para este alelo CYP2D6*3 en poblacién mestiza (una mezcla de poblaciones: espafio-
las, amerindias y africanas) de Bogota, haciendo la observacién para el anlisis de los
resultados, que a esta ciudad han llegado personas de diferentes regiones del pais que
contribuyen con el incremento en los porcentajes de mezcla [22]. Isaza ez al., también,
en poblacién mestiza colombiana, report6 el CYP2D6*3 como alelo no funcional con
una frecuencia de 1,2% [23].

En cuanto al genotipo *4/*4 en la muestra poblacional “costera’, la frecuencia esperada
es de 9,3% vy representa el 30,4% con el alelo mutado, en contraste con otros estudios
realizados con mestizos en Colombia: el primero, realizado en Bogotd informa 4,25%
para el genotipo y una frecuencia de 14,15% para el alelo mutado *4 [22] y la otra
investigacion, reportada en poblacién colombiana, 19,4% para CYP2D6*4 [23]. Los
amerindios, mestizos y eurodescendiente en América Latina presentan una prevalencia
de este alelo de 0 a 21 [24]. En poblacién venezolana de la region centroccidental la
proporcion del genotipo fue 2% y la respectiva variante *4, fue la que estuvo repre-
sentada con mayor frecuencia (16,5%); en mestizos cubanos, la frecuencia para esta
variante *4 fue 14,6% [10,17]; en poblaciones nativas de Argentina y Paraguay, identifi-
cadas como amerindios 51,2% [25] y en México 11,2% [26]. Todos los anteriores estu-
dios informan frecuencias semejantes a aquellas reportadas para diferentes poblaciones
europeas [6, 27-31], excepto, en Chile donde la frecuencia para el alelo *4 fue menor
3.6% [32]. La variante CYP2D6*4 presenta un cambio de guanina por adenina en la
posicion 1846, generando un coddn de terminacién que produce la sintesis de una pro-
teina inactiva que contiene 181 aminodcidos en lugar de los 457 que codifica el alelo
salvaje. Todas las variantes CYP2D6*4 presentan el mismo defecto del acortamiento de
la proteina, pero, cada subtipo tendra sus caracteristicas propias [21, 33].

Con relacién al genotipo *6/*6 se estimé la proporcién genotipica esperada en la mues-
tra poblacional de 18,9% vy la alélica de 43,5%, evidenciando mayor presencia del alelo,
comparado con las frecuencias reportadas para otras poblaciones mestizas en Colom-
bia: 0,47% para un genotipo heterocigoto (*1/*6) y la respectiva del alelo mutado
*6, de 0,47%, en Bogotd [22]; en poblacién colombiana [23], se reportd 0.0 para el
mutante *6, lo que indica 100% silvestre (wt), y en otras poblaciones mestizas ameri-
canas [4-6, 20, 25, 32, 34-36]. Este alelo se encuentra principalmente en poblaciones
Cauciésicas, sus descendientes americanos presentan una frecuencia menor de 1% [9,
37]. ELCYP2D6*6 presenta una delecion en el exén 3, de la timina en la posicion 1707,
expresando una proteina truncada, no funcional sin actividad catalitica (www.cypaﬂe-

les.ki.se/cyp2d6.htm).
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Las altas frecuencias de las variantes CYP2D6*4 y CYP2D6*6 obtenidas en el pre-
sente trabajo no son comparables con otros estudios de poblaciones étnicas semejantes,
debido a las limitaciones para su realizacién como son: a) la muestra es pequena; b)
el muestreo es no convencional, pues, se trata de un grupo familiar de 10 pacientes
sintomdticos con enfermedad de Huntington, otros 5 con relaciones de consanguini-
dad, pero, sin diagnéstico de la patologia y 8 individuos sin parentesco; c) la falta de
estudios previos de investigacion sobre el CYP2D6 en la Regién Caribe colombiana.

En la muestra poblacional en estudio, el 8,7% de los individuos portan la delecién
CYP2D6 *5, el método utilizado PCR - tiempo real multiple permiti6 la identifica-
cién (ausencia y/o presencia) sin discriminar si son homocigotos o heterocigotos. Se
encontré una alta frecuencia (26,1%) de individuos con la duplicacién/multiplicacién
de alelos CYP2D6 activos, valor mayor a los reportados en poblaciones mestizas his-
panoamericanas, y bastante superior a la obtenida dentro de la poblacién colombiana
(1,2%) [22, 23].

Atendiendo a la revisién de la literatura cientifica sobre el tema, segtin la actividad
metabdlica, los genotipos pueden categorizarse [38], en:

o Funcionales, los Metabolizadores Répidos (MR) ¢ Intermedios (MI): los geno-
tipos *1/*1; *1/*3; *1/*4; *1/*6.

¢ No Funcionales, Metabolizadores Pobres (MP): los genotipos *3/*3; *4/*4;
*6/*6; delecidn *S.

e  Ultra Metabolizadores: los genotipos con Duplicaciones/Multiplicaciones.

De acuerdo con las anteriores categorias, en la muestra poblacional estudiada, en los
23 individuos, se encontraron algunos hallazgos significativos: mutacion del alelo 4*
(3 metabolizadores lentos, 8 metabolizadores intermedios); mutacién del alelo 6* (4
metabolizadores lentos, 12 metabolizadores intermedios); delecién del alelo 5* (2
metabolizadores lentos y/o perdida de la funcién de la enzima) y duplicacién del gen
CYP2D6 (6 metabolizadores ultrarrapidos), lo cual, genera una variabilidad interin-
dividual en la biotransformacién (Reacciones de Fase I) y como consecuencia, con-
centraciones plasmdticas diferentes durante el tratamiento a dosis terapéuticas, lo cual
afecta de manera significativa la terapia farmacoldgica recibida por los pacientes, entre
las que se destacan incrementos de las reacciones adversas, toxicidad medicamentosa y
disminucién de la efectividad [39].

Dentro del grupo de firmacos recibidos por los pacientes del estudio encontramos:
Tetrabenazina (Inhibidor de la recaptacién de monoaminas), el cual, es un inhibidor
potente de la Isoforma CYP2D6, cuya consecuencia son las interacciones medicamen-
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tosas firmaco-firmaco, en el metabolismo con los otros firmacos suministrados (Clo-
nazepam, Acido Valproico y Amantadina) produciendo en algunas ocasiones aumento
de su concentracién, reacciones adversas y posible toxicidad; el Acido Valproico (Neu-
romoduladores) es también, un potente inhibidor del sistema microsomal P-450, espe-
cialmente, de las Isoformas CYP3A4 y CYP2D6 ocasionando iguales consecuencias
a las descritas con Tetrabenazina, ademds, es un medicamento de margen terapéutico
estrecho, y con el Clonazepam (Benzodiacepinas), son medicamentos catalogados
segtin la legislacién colombiana como de control especial, con alto potencial de generar
adiccién y dependencia, la interaccién medicamentosa Acido Valproico—Clonazepam
se asocia a potencializacién de los efectos del Clonazepam, relaciondndose ademds con
status convulsivo [40].

Es de anotar que los 3 medicamentos utilizados por los pacientes del estudio, en sus
respectivas fichas técnicas publicadas por los laboratorios fabricantes, se reportan como
reacciones adversas frecuentes clasificadas como Tipo A -Efecto Colateral segin Rawl-
ins y Thompson- las reportadas por los pacientes y/o cuidadores en la encuesta: som-
nolencia, astenia y sensacién de mareo [41].

Es fundamental realizar un seguimiento farmacoterapéutico de los pacientes estudiados,
teniendo en cuenta los hallazgos obtenidos en el estudio genético, para realizar una tera-
pia farmacolégica individualizada basada en el ajuste de la dosificacién, y lograr de esta
manera, aumentar la efectividad de la terapia farmacolégica e incrementar la seguridad
de la misma disminuyendo los potenciales efectos téxicos y/o reacciones adversas [42].

En los pacientes metabolizadores intermedios y lentos, es necesario realizar una dismi-
nucién en la dosis para reducir la incidencia de las reacciones adversas sobre todo los
efectos colaterales que son dependientes de la dosis y consecuencia del mecanismo de
accioén del principio activo y asi, evitar los efectos téxicos generados por la acumulacién
del firmaco o sus metabolitos; se debe ser muy cuidadoso con los medicamentos del
grupo de las benzodiacepinas y neuromoduladores, ya que, su suspension brusca puede
generar efectos de rebote con exacerbacién de la sintomatologfa del paciente [43].

En los pacientes metabolizadores rapidos debe efectuarse un incremento en la dosifi-
cacion, previa medicion de las concentraciones séricas de los firmacos utilizados, para
lograr una adecuada biodisponibilidad del principio activo, reflejada en efectividad
terapéutica y control clinico de los pacientes [43].

Los resultados obtenidos en este trabajo son importantes, puesto que, aporta conoci-
miento por ser el primer estudio centrado en pacientes con enfermedad de Hunting-
ton de la poblacién mestiza de Juan de Acosta-Atlantico para establecer sus fenotipos
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metabdlicos extrapolados del genotipo del CYP2D6 que interviene en el metabolismo
de los fArmacos neurolépticos y antipsicéticos prescritos como la tetrabenazepina y la

clozapina [44, 45].
CONCLUSIONES

En la muestra poblacional del municipio de Juan de Acosta, el genotipo mds repre-
sentado fue el homocigético para el alelo silvestre *1/*1 de CYP2D6*3, la frecuencia
esperada del genotipo *4/*4 fue de 9,3%, representando el 30,4% con el alelo mutado y
por tiltimo, se encontrd una alta frecuencia (26,1%) de individuos con la duplicacién/
multiplicacién de alelos CYP2D6 activos, valor mayor a los reportados en poblacio-
nes mestizas hispanoamericanas y muy superior a la obtenida dentro de la poblacién
colombiana. Esta informacién tiene aplicacién potencial en la practica médica porque
CYP2DG6 es crucial en el metabolismo de firmacos comiunmente prescritos en pacien-
tes con enfermedad de Huntington, con la finalidad de reducir la incidencia de efectos
adversos y aumentar el efecto terapéutico deseado.

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar la investigacién, incluyendo en una segunda fase estudios de
biodisponibilidad de los firmacos utilizados por los pacientes vs. Polimorfismos del
gen CYP2D6 para establecer correlaciones entre la variabilidad genética y la farmaco-
terapéutica (efectividad y seguridad), ademds de, incluir un grupo interdisciplinario
que realice seguimiento farmacoterapéutico a los pacientes para influir de forma posi-
tiva en su estado de salud y calidad de vida.
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