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RESUMEN

La depresién es la principal causa de discapacidad laboral que padecen unos 300
millones de personas en el mundo. El trastorno depresivo mayor (TDM), la forma mas
frecuente de los trastornos depresivos, se caracteriza por episodios depresivos
cronicos o frecuentes y su forma mas severa puede conducir al suicidio. Los
pacientes con TDM son tratados con psicoterapia y medicamentos como la
venlafaxina, que tiene ventajas sobre otros antidepresivos. La venlafaxina es
metabolizada en gran parte por CYP2D6, enzima codificada por el gen CYP2D6 del
gue hay numerosas variantes alélicas por cambios puntuales en la secuencia
nucleotidica, denominados polimorfismos de nucledtido dnico (SNP, single
nucleotide polymorphisms). Las variantes alélicas clinicamente relevantes del gen
CYP2D6 afectan la actividad de la enzima y el metabolismo del farmaco y pueden
estar asociadas a efectos adversos que van desde mareos y vOomito hasta
cardiopatias o dafo hepatico. En este trabajo fue disefiado y validado un método
para la deteccion de SNPs del gen CYP2D6 basado en la amplificacion y
secuenciacion de tres regiones génicas denominadas CYP2D6-a, -8 y —y, mediante
el disefio de oligos especificos y la determinacion de las condiciones Optimas de
amplificacion. La secuencia de muestras de ADN sanguineo amplificadas de 20
sujetos fue determinada para identificar el genotipo y el fenotipo metabolizador de
venlafaxina en cada individuo. El genotipo CYP2D6*1/*41, que determina un fenotipo
metabolizador intermedio para venlafaxina, fue el predominante y se encontré en el
69.2% de los sujetos incluidos en este estudio. El método desarrollado aqui permitira
determinar el genotipo, predecir el fenotipo metabolizador y ajustar la dosis de
venlafaxina en pacientes con TDM.



.  ANTECEDENTES
I.1 Depresion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la depresion es un trastorno
mental frecuente caracterizado por tristeza, pérdida de interés o placer, sentimientos
de culpa o falta de autoestima, trastornos del suefio o del apetito, sensacién de

cansancio y falta de concentracion (OMS, 2017).

Esta enfermedad de impacto mundial ha tomado importancia porque se estima que
afecta diversos factores determinantes de la calidad de vida de los 300 millones de
personas que la padecen. La depresion es a nivel mundial la causa principal de
discapacidad laboral y contribuye notablemente a la carga mundial de morbilidad
general ya que en sus formas mas severas puede conducir al suicidio (OMS, 2017).
Se espera que en 2030 también sera la causa principal de carga por enfermedad en

el mundo (Martinez y col., 2017).

Estudios realizados entre los afios de 2013 a 2017 en México por el Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI, 2018) revelaron que el 9.9% de la poblacion
mexicana tiene pensamientos depresivos diariamente, mientras que el 11.9% los

tiene cada semana (Figura 1).

El nimero de defunciones por suicidio registradas en los afios 1994-2016 ha ido en
aumento considerable (Figura 2); el grupo de jovenes entre 15-29 afios es uno de los
mas vulnerables, pues en este grupo de edad representa la segunda causa de
muerte (INEGI, 2017).
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Figura 1. Frecuencia con la que los mexicanos tienen pensamientos depresivos
(Encuesta INEGI, 2017).
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.2 Clasificacién de los trastornos depresivos

La diferencia entre los tipos de trastornos depresivos radica en la duracién, tiempo
de inicio y etiologia. Estos trastornos se clasifican de la siguiente manera (APA,
2013):

e Trastorno de desregulacién disruptiva del estado de animo.
e Trastorno depresivo mayor.

e Trastorno depresivo persistente (distimia).

e Trastorno disférico premenstrual.

e Trastorno depresivo inducido por sustancia/medicamento.
e Trastorno depresivo debido a otra afeccion médica.

e Trastorno depresivo especifico.

e Trastorno depresivo inespecifico.

[.3 Trastorno depresivo mayor

El Trastorno Depresivo Mayor (TDM) se posiciona como la condicién mas frecuente
en los pacientes que sufren trastornos depresivos. Se caracteriza por episodios
discretos de por lo menos dos semanas de duracion (aunque es comun que se
prolongue mas tiempo) en los que se observan cambios claros en el comportamiento
afectivo, la cognicion y las funciones neurovegetativas, asi como por periodos de

remision entre cada episodio (APA, 2013).

El TDM se presenta con el doble de frecuencia en mujeres que en hombres y afecta
a uno de cada seis adultos a lo largo de su vida. La etiologia del TDM es multifactorial.
Se estima que la contribucién hereditaria es aproximadamente del 35%. Otros
factores relacionados fuertemente con el desarrollo de TDM son ciertos factores
ambientales y el abuso sexual, fisico o emocional durante la infancia. Hasta ahora
ningun mecanismo establecido puede explicar todos los aspectos de la enfermedad.

Sin embargo, el TDM se asocia con alteraciones en los volumenes de regiones



cerebrales, en particular del hipocampo, y con cambios funcionales en los circuitos
cerebrales, como la red de control cognitivo y la red de atencion afectiva. Ademas se
ha encontrado que en pacientes con TDM hay alteraciones en los principales
sistemas neurobiol6gicos sensibles al estrés, incluidos el eje hipotalamico-
hipofisario-suprarrenal y el sistema inmunolégico (Otte, 2016).

|.4 Tratamiento

El tratamiento del TDM comprende principalmente la psicoterapia profesional y el
tratamiento farmacoldgico (Otte, 2016).

Los farmacos empleados en el tratamiento del TDM se pueden agrupan asi (Linde y
col., 2015):

e Antidepresivos triciclicos (TCA).

¢ Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI).

e Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (SARI).

¢ Inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (NRI).

¢ Inhibidores selectivos y antagonistas de serotonina (SARI).

e Agentes antidepresivos noradrenérgicos Yy serotoninérgicos especificos
(NaSSA).

¢ Inhibidores reversibles de la monoaminooxidasa A (rMAO-A).

Para los pacientes con resistencia al tratamiento farmacoldgico, es decir, que no han
respondido de manera adecuada a varios intentos de aumento o combinacién de
tratamientos, se emplea la terapia electro-convulsiva (Otte, 2016). Este
procedimiento se lleva a cabo con anestesia general y consiste en pasar pequefias
corrientes eléctricas a través del cerebro, para desencadenar una convulsion breve
de manera intencional. La terapia electro-convulsiva al parecer provoca cambios en

la neuroquimica cerebral que pueden revertir rdpidamente los sintomas de algunas



enfermedades mentales (MFMER, 1998). Sin embargo, los riesgos y efectos
secundarios pueden ser de un grave dafio al paciente e inclusive tener

consecuencias a largo plazo.

I.5 Venlafaxina

La venlafaxina es un inhibidor de la recaptacion de serotonina — norepinefrina (SRNI)
prescrito para el tratamiento de TDM, trastorno de estrés post traumatico (TEPT)
(Garciay col., 2017), desorden de ansiedad generalizada, trastorno de panico y fobia
social (Cipriani y col., 2009).

Este farmaco es eliminado principalmente a través del sistema enzimatico CYP 450,
siendo CYP2D6 y CYP2C19 las principales enzimas involucradas (Garcia y col.,
2017).

El farmaco es administrado via oral y se distribuye a través de todo el organismo. Es
en el higado donde la mayor parte es transformada en el metabolito O-
desmetilvenlafaxina (Figura 3), el cual posee la misma actividad farmacologica de la
venlafaxina; a la vez también por N-metilaciéon se producen dos metabolitos en menor
cantidad: N,O—didesmetilvenlafaxina y N-desmetilvenlafaxina. La formacion de la O-
desmetilvenlafaxina es mediada por la citocromo oxidasa P450 2D6 (CYP2D6),
mientras que los productos de la N-metilacién son formados mediante la accion de
la citocromo oxidasa P450 3A4 (CYP3A4) (Ereshefsky y col., 2000).

Dos enzimas participantes en menor grado son CYP2C19 y CYP2D9, las cuales
actian en la conversibn de venlafaxina a N-desmetilvenlafaxina y N,O-
didesmetilvelafaxina. La N,O-didesmetilvenlafaxina puede ser metabolizada
posteriormente convirtiéndose en N,N,O-tridesmetil venlafaxina, o conjugandose en
glucuronido de N,O-didesmetilvenlafaxina, desechados ambos por la via renal
(Howell y col., 1993; Sangkuhl y col., 2014).
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Figura 3. Metabolismo de venlafaxina.

1.6 El gen CYP2D6

El gen CYP2D6, ubicado en el cromosoma 22, cuenta con 4,139 pares de bases y
codifica un miembro de la superfamilia de enzimas del citocromo P450. Las proteinas
del citocromo P450 son monooxigenasas que catalizan muchas reacciones
involucradas en el metabolismo de farmacos y la sintesis de colesterol, esteroides y
otros lipidos. La proteina CYP2D6 se localiza en el reticulo endoplasmico y
metaboliza hasta 25% de los medicamentos comunmente prescritos. Sus sustratos
incluyen antidepresivos, antipsicoticos, analgésicos y antitusivos, bloqueadores j-

adrenérgicos, antiarritmicos y antieméticos (Otsuka, 1975).

[.7 Polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs)

Los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs por sus siglas en inglés) son cambios
de un solo nucledtido en la secuencia de ADN, representan el 90% de los
polimorfismos conocidos en la poblacion. Para que una mutacién de tipo SNPs sea

considerada debe presentarse en al menos el 1% de la poblacion.



Los SNPs son producidos cuando una base sustituye a otra, por ejemplo, una
Adenina (A) que reemplaza a una de las otras bases nucleotidicas: Timina (T),
Citosina (C) o Guanina (G) presentes en la secuencia del ADN de un individuo. Estas
variaciones son de gran importancia para la diversidad entre los individuos, y ademas
pueden conducir a la presencia de fenotipos, rasgos especificos y enfermedades.
Los SNPs pueden estar presenten en cualquier region del ADN, sea codificante o no
codificante. En las regiones codificantes se ha observado que los SNPs pueden
resultar en cambios en la secuencia de aminoacidos o generar un codén de paro, y
esto por ende genera una proteina trunca o de funcion disminuida, lo que puede
llevar a patologias asociadas con la proteina afectada. En el caso de las regiones no
codificantes, estudios recientes sugieren que los SNPs regulan los niveles de
transcripcion génica en lugar de alterar la secuencia codificante de proteinas o la
estructura de proteinas. Por lo tanto, los SNPs ubicados en regiones no codificantes
involucradas en la regulacion génica podrian estar estrechamente asociados con el

desarrollo de enfermedades (Sun y col., 2014).

Identificar los SNPs es crucial, porque se asocian tanto a la susceptibilidad a diversas
enfermedades como a la respuesta al tratamiento con medicamentos (Novelli, 2010).
Identificarlos permite ahorro en los costos de tratamiento, ademas de medicina
personalizada para el paciente; de igual manera son herramientas utiles para

prevenir los efectos adversos que puede presentar el paciente.

1.8 Polimorfismos del gen CYP2D6

El gen CYP2D6 es altamente polimorfico en la poblacion humana. Las variantes del
gen, originadas por mutaciones, son denominadas alelos y pueden afectan
grandemente la actividad enzimatica. Ciertos alelos dan como resultado un fenotipo
metabolizador deficiente, caracterizado por disminucion en la capacidad de
metabolizar los sustratos de la enzima. Algunos individuos con fenotipo

metabolizador deficiente no tienen proteinas funcionales cuando tienen los dos alelos



nulos, mientras que en otros individuos el gen esta ausente debido a una delecion.
El gen puede variar en numero de copias y los individuos con el fenotipo
metabolizador ultrarrapido pueden tener tres 0 mas copias activas. Alternativamente,
se han encontrado variantes de transcripcion empalmadas que codifican diferentes
isoformas del gen. Actualmente se conocen alrededor de 70 alelos diferentes de
CYP2D6 que son portados con distintas frecuencias en diferentes etnias (Shams y
col., 2006).

Los alelos CYP2D6*10, *17, *36 y *41 dan lugar a una actividad disminuida
dependiente del sustrato. Los alelos nulos de CYP2D6 no codifican una proteina
funcional y no hay actividad enziméatica residual detectable. Esta claro que los alelos
*3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, *15, *16, *18, *19, *20, *21, *38, *40, *42, *44,
*56 y *62 no tienen actividad enzimatica. Son responsables del fenotipo deficiente
cuando estan presentes en constelaciones heterocigotas, homocigotas o
compuestas. Estos alelos son de importancia clinica ya que a menudo causan
alteracion en el metabolismo y respuesta al farmaco. Entre las variantes mas
importantes estan CYP2D6*2, *3, *4, *5, *10, *17 y *41 (Zhou, 2009).

Se han realizado diversos estudios farmacogenéticos de diversos farmacos que son
metabolizados por la enzima CYP2D6 (Cuadro 1) en los cuales se ha encontrado
gue diferentes respuestas y efectos son producidos por los diversos alelos del gen
(Zhou, 2009).

En pacientes con fenotipo CYP2D6 deficiente se han observado cefaleas, mareos e
incluso cardiopatias como reacciones adversas al tratamiento con venlafaxina
(Wijnen y col., 2009).



Cuadro 1. Estudios farmacologicos reportados referentes a medicamentos
metabolizados por CYP2D6.

Medicamento

Tipo

Respuesta / toxicidad

Atomoxetina

Déficit de atencion

Aumento en los efectos adversos en

e hiperactividad MD

Carvedilol Beta-bloqueador ND
Clorfenamina Antihistaminico ND
Clorpromazina Antipsicotico ND

Escasa evidencia de alteracion en su

Clomipramina TCA
efecto.
) o Reduccion de analgesia; menor
Codeina Opioide _ o
dependencia opioide
Desipramina TCA ND
o Efecto analgésico similar en MD y
D Opioide
ME.
' Escasa evidencia de alteracion en su
Doxepina TCA
efecto.
o . Aumento en los efectos adversos en
Flecainida Antiarritmico
MD
' Escasa evidencia de aumento en
Fluoxetina SSRI
efectos adversos
Poca evidencia de efecto alterado /
Imipramina TCA aumento en la sedacion o
hipotensién postural
Maprotilina TCA Incremento en el efecto pulmonar.
Escasa evidencia de aumento en
Metropolol Beta-bloqueador
efectos adversos
o o El valor mas alto de mexiletina / p-
Mexiletina Antiarritmico o
hydroxymexiletina en MD
Mianserina Antidepresivo

Ligeramente mayor respuesta




Medicamento Tipo Respuesta / toxicidad
Es més probable que tenga
Nortriptilina TCA reacciones adversas dependientes
de la dosis.
_ Aumento en la disfuncion sexual en
Paroxetina SSRI
ME.
Perexilina Agente antianginal Aumenta toxicidad para MD.

Perpenazina

Antipsicotico

Aumenta efectos adversos en MD.

Propafenona Antiarritmico Aumenta efectos adversos en MD.
_ ) o Mas efectos adversos en el SNC, y
Risperidona Antipsicotico
mayor beta-bloqueo en MD.
Modulador ] _ ]
_ Mas recurrencias de cancer de mama
_ selectivo de ] ] _ ]
Tamoxifen y periodos mas cortos sin recaida en
receptores de
] MD.
estrégeno
Tioridacina Antipsicotico NE
Timolol Beta-bloqueador Incrementa el efecto.
antagonista del
Tolterodina receptor Efecto antimuscarinico sin cambios.
muscarinico
Tramadol Opioide Menor efecto analgésico en MD.
Tropisetron Antiemético Disminuye el efecto antiemético.

Zuclopentixol

Antipsicotico

ND

ND= No determinado, NE= No evidenciado, MD= Metabolizador deficiente,
ME= Metabolizador extenso, SNC= Sistema nervioso central, SSRI= Inhibidor

selectivo de la recaptacion de serotonina, TCA= Antidepresivo triciclico.

(Continuacion cuadro 1)
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[.9 Farmacogenética

La farmacogenética estudia las respuestas de los individuos a los farmacos, tanto en
términos de efectos terapéuticos como adversos, basadas en la variacion de genes
individuales (Luzzatto y col., 2014). De forma méas amplia, la farmacogenomica
abarca la asociacion de variaciones en los diversos genes involucrados en el
metabolismo de los farmacos. Para identificar los genes asociados a enfermedades
particulares o la respuesta a farmacos se buscan marcadores en el genoma de
personas afectadas y se comparan con los de personas no afectadas (Wang y col.,
2015; Zhan y col., 2016).

Para lograr que el tratamiento individualizado con farmacos tenga resultados
predecibles deben hacerse estudios farmacogenéticos y farmacogendmicos en
poblaciones geografica y étnicamente distintas (Vogenberg y col., 2010). El disefio y
validacion de un método para identificar los polimorfismos clinicamente relevantes
del gen CYP2D6 podria servir para ajustar la dosis de venlafaxina e incluso justificar

el tratamiento con otro medicamento.
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II. HIPOTESIS

El disefio y validacién de un método para identificar los polimorfismos clinicamente
relevantes del gen CYP2D6 permitiria ajustar la dosis de venlafaxina para el

tratamiento del trastorno depresivo mayor.
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1. OBJETIVOS
I11.1 General

Desarrollar y validar un método para identificar los polimorfismos del gen CYP2D6 a

partir de DNA gendmico extraido de sangre periférica.
[1l.2 Especificos

e Elaborar y estandarizar un protocolo para amplificar mediante PCR la region del
gen CYP2D6 que contenga los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs)
clinicamente relevantes.

e Secuenciar los productos de PCR e identificar los SNPs relevantes.
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IV. METODOLOGIA
IV.1 Materiales

Los materiales, equipos y reactivos que fueron utilizados para realizar este trabajo

de tesis se enlistan a continuacion:
IV.1.1 Aparatos/instrumentos

e Micropipetas 1000, 200, 100 y 10 pL (Eppendorf, Smart, Rainin, Gilson)
e Balanza analitica (Citizen Mod. CY510)

o Vortex (Fisher vortex genie 2 Mod-G-560)

e Microcentrifuga (Gm Lab Gilson Mod. Capsulefuge PMC-880)

e Termociclador Touchgene gradient, Techne (Applied Biosystems 2720)
e Camara de electroforesis Subcell GT (Bio-Rad Mod. 96)

e Fuente de poder (Bio-Rad, Power Pac 300, 2.5A Type T)

e Fotodocumentador GEL DOC XR+ (Bio-Rad)

e Refrigerador (4 °C)

e Congelador (-20 °C)

e Nivel de burbuja

e Termociclador, 2720 Thermo Cycler (Applied Biosystems, EU).

e Horno de microondas, Carousel (SHARP, Japon).

e Espectrofotometro Epoch (BioteK®, EU).
IV.1.2 Materiales

e Guantes.

e Puntas 100, 250 y 10 uL nuevas y estériles.
e Masking tape.

e Marcador indeleble.

e Recipientes plastico p/desechos.

e Portagel 25x10x0.7 cm

e Peine 50 dientes.
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Peine 20 dientes.

Gradillas.

Tubos eppendorf 1.5 ml

Tubos eppendorf 200 pL

Hielera.

Gradilla enfriadora para tubos de PCR.
Frasco de vidrio de 500 mL.

Recipiente de plastico para tincion con EtBr.
Parafilm.

IV.1.3 Reactivos

Agua MilliQ (estéril).

SB 1x (Borato de sodio).

Agarosa (Invitrogen UltraPure).

Hielo picado.

EtBr 1 pg/mL.

Cloralex 1%.

Etanol 70% (grado técnico).

Buffer de carga Orange G 6x (glicerol; xilencianol y azul de bromofenol).
Buffer PCR 10x (Invitrogen, Brasil).

MgCl> 50 mM (Invitrogen, Brasil).

dNTPs (10mM).

Oligos CYP2D6-AlfaF y CYP2D6-AlfaR.

Oligos CYP2D6-BetaF y CYP2D6-BetaR.

Oligos CYP2D6-GammaF y CYP2D6-GammaR.
Taq polimerasa ACTaq Blue 1U/uL (ACTGene, EU).
DreamTaq™ polimerasa 5U/uL (Fermentas, EU).
Cloroformo.

Etanol para biologia molecular.

Isopropanol para biologia molecular.
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e Solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%.
e Solucion de NaCl 5 M.

e Proteinasa K 20 mg/mL libre de nucleasas.

o Buffer TAE 1x.

o Buffer TES 1x.

o Buffer TE 1x.

IV.2 Métodos
IV.2.1 Toma de muestra y almacenamiento

Para este proceso se trabajo con muestras sanguineas obtenidas de 20 donadores
voluntarios del Hospital General del ISSSTE en San Luis Potosi, tomadas por
puncion venosa en tubos con EDTA como anticoagulante que fueron almacenadas

en un refrigerador a 4°C para usos posteriores.
I\V.2.2 Extraccion y purificacion de DNA

Se trabajo en una zona higienizada con etanol al 70% limpiando la superficie y las
micropipetas con un pafio humedecido con etanol. Se colocaron 200 uL de sangre
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, al cual se le afiadié 500 uL de buffer TES, 50 pL de
SDS al 10% y 10 pL de proteinasa K (20 mg/uL). Se agitd el tubo en vértex a
velocidad media durante 1 minuto para cerciorar que se mezcle cada componente;
una vez homogenizada la mezcla se incub6 en un termoblock a 55 °C por 3 h dandole

agitacion con el vértex cada 10 min.

Al término de la incubacion se afiadieron 500 pL de cloroformo, se mezclé bien la
muestra y se centrifugd a 13,000 rpom durante 15 min. Se transfirio la fase acuosa a
un tubo nuevo Yy rotulado, cuidando de no acarrear residuos de la interfase. El tubo

con cloroformo fue desechado en el contenedor de residuos organicos.

A la fase acuosa se le afiadieron 150 uL de NaCl 5 M y se agité vigorosamente de

forma manual hasta observar formacion de espuma. Luego se centrifug6é a 13,000
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rpm por 15 min, se aspir6 el sobrenadante y se pas6 a un tubo nuevo de 1.5 mL.
Para precipitar el ADN se afiadieron 500 pL de isopropanol a -20 °C, se agit6

suavemente por inversion e incubd a -20 °C por 3 h.

Al término de la incubacion se centrifugd la mezcla a 13,000 rpm por 15 min y se
descarté cuidadosamente el sobrenadante para no perder la pastilla de ADN. Se
afiadieron 700 uL de etanol al 70%, se dio un ligero pulso en el vértex a baja
velocidad, se centrifug6é a 13,000 rpm y se decanto el etanol cuidadosamente para
no perder la pastilla. El proceso de lavado por centrifugacion con etanol se repitid
dos veces mas para limpiar el ADN. Para evaporar los residuos de etanol, se coloco
el tubo con la pastilla de ADN en un termoblock a 55 °C durante unos min; una vez
seco se afadieron 50 pL de buffer TE y se dejo reposar la muestra 30 min a

temperatura ambiente.
IV.2.3 Determinacion de la concentracion de ADN y Pureza.

Para determinar la concentracion de ADN (ng/uL) y la pureza (relaciéon de

absorbancia a 260nm/280nm) se utiliz6 el espectrofotémetro Epoch (BioteK®, EU).

Una vez que se determiné el contenido de ADN, se realiz6 el calculo del volumen de
buffer TE 1X necesario para ajustar la concentracién a 20 ng/puL en cada muestra y

se prepararon alicuotas de 50 yL para almacenarlas de la siguiente manera:

e Se almacenaron a 4°C los tubos requeridos para la PCR.

e Se almacenaron a -20°C los tubos restantes para usos futuros.
I\V.2.4 Disefio de oligonucleétidos iniciadores

Para el disefio de los oligonucledtidos iniciadores se utilizé la herramienta informatica
PrimerBlast del National Center for Biotechnology information (NCBI) para obtener
las secuencias forward y reverse. La secuencia que se utilizd como referencia es

AY545216.1 del GeneBank correspondiente al alelo CYP2D6*1 reconocido como el
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tipo silvestre (wild type). Dada la longitud del gen se propuso la amplificacion de tres

regiones denominadas: Alfa, Beta y Gamma.

Esta propuesta fue con la finalidad de que se pueda amplificar las regiones donde se
encuentran los SNPs de interés que se pretende detectar mediante el método
propuesto (Cuadro 2). Una vez determinadas las secuencias de los iniciadores, estas
fueron analizadas con la aplicacion OligoAnalizer 3.1 de Integrated DNA
Technologies (IDT®, EU) de las cuales se seleccionaron aquellos en los que se
observé que no forman estructuras secundarias que pudieran afectar negativamente
la PCR (Cuadro 3).

Cuadro 2. Alelos que se propone detectar con el método y SNPs que los integran.

Alelo SNP Tipo de cambio Region
rs1058164 CporG Beta

2 rsle947 G por A Gamma

3 rs35742686 Delecionde T Gamma
rs1135824 T por C Beta

38 rs35742686 delecionde T Gamma
rs1058164 C por G Beta
rs1065852 G por A Alfa
rs28371703 GporT Beta

4 rs28371704 T por C Beta
rs28371705 G por C Beta
rs3892097 CporT Beta

5 Delecion completa del gen

6 rs5030655 DEL A Beta

7 rs5030867 T por G Gamma
rs1058164 C por G Beta

8 rsl6947 G por A Gamma
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Alelo SNP Tipo de cambio Region
rs5030865 C por A Beta

9 rs5030656 DEL CTT Gamma
rs1058164 CporG Beta

10 rs1065852 G por A Alfa
rs1058164 CporG Beta

17 rs16947 G por A Gamma
rs28371706 G por A Beta

33 rs28371717 C por A Gamma

34 rs16947 G por A Gamma

39 rs1058164 CporG Beta
rs1058164 CporG Beta
rs1080995 CporG Alfa
rs1080996 GporT Al fa
rs1080997 G por C Alfa
rs1080998 A por G Alfa

“ rs1081000 T por C Alfa
rsle947 G por A Gamma
rs28371725 CporT Gamma
rs28695233 T por G Alfa
rs29001518 C por G Alfa

(Continuacion Cuadro 2)
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Cuadro 3. Oligonucleétidos (primers) propuestos en este trabajo de tesis

Nombre Secuencia 5'- 3’ m %GC famano
(°C) esperado

Alfa-F TGTGTCCAGAGGAGCCCATT |60.84 | 55

Alfa-R CCAAACCTGCTTCCCCTTCTC |60.89 | 57.14 339 pb

Beta-F CTGGGGTGATCCTGGCTTGA |61.57 |60

Beta-R AAGAGACCGTTGGGGCGAAA | 62.05 | 55 1039 pb

Gamma-F | AGAGCACAGGAGGGATTGAG |60.13 |57.14

Gamma-R | TATGTTGGAGGAGGTCAGGCT | 60.27 | 52.38 686 pb

Se solicito la sintesis de los iniciadores a la empresa Integrated DNA Technologies

(IDT®, EU). Una vez que llegaron se procedié a preparar soluciones madre (100 uM)

por disolucion en buffer TE 1x, como se enlista en el siguiente cuadro.

Cuadro 4. Preparacion de las soluciones madre de oligonucleétidos (100 uM)

Oligonucledtido Secuencia Bases | TE 1x (uL)
CYP2D6 Alfa-F TGTGTCCAGAGGAGCCCATT |20 734
CYP2D6 Alfa-R CCAAACCTGCTTCCCCTTCTC |21 1089
CYP2D6 Beta-F CTGGGGTGATCCTGGCTTGA | 20 1157
CYP2D6 Beta-R AAGAGACCGTTGGGGCGAAA | 20 878
CYP2D6 Gamma-F | AGAGCACAGGAGGGATTGAG |21 560
CYP2D6 Gamma-R | TATGTTGGAGGAGGTCAGGCT | 21 684

Posteriormente se prepararon alicuotas de 300 uL de soluciones de trabajo de cada

oligonucleétido (10 uM), mezclando 30 pL de solucion madre con 270 uL de agua

MilliQ y fueron almacenadas a -20°C.
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IV.2.5 Amplificacion del gen CYP2D6

Para la amplificacion de las regiones del gen CYP2D6 se determinaron las mejores
condiciones de la PCR empleando un termociclador Touchgene gradient, Techne
(Applied Biosystems 2720). Se probaron seis diferentes temperaturas de
alineamiento (Ta) y un gradiente de concentraciéon de MgCl. en el rango de 1.5 -3
mM (Cuadro 5).

Cuadro 5. Gradiente de temperatura y concentracion de MgCl. que se probé para la
amplificacion de segmentos CYP2D6-a y -y.

Ta ¢0) MgCl;
15mM|20mM | 25mM | 3.0 mM

58.5 1 1 1 1
59.6 1 1 1 1
61.0 1 1 1 1
62.2 1 1 1 1
63.7 1 1 1 1
65.0 1 1 1 1

N 6 6 6 6

En el caso de la region B se utilizé la enzima DreamTaq™ polimerasa 5U/uL
(Fermentas, EU) y su respectivo buffer, que contiene MgCl> 2 mM. Debido a que se
observo la presencia de productos inespecificos, se decidio probar temperaturas de

alineamiento mayores (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Gradiente de temperatura probado para la amplificacion del segmento 3
a una concentracion de MgCl, 2 mM.
MgCl,

2.0 mM

Ta (°C)

60.5
61.6
63.0
64.0
65.7
67.0
N

o R R R R R R

Para evaluar la eficiencia de la amplificacion se sometieron los productos de PCR a
electroforesis en geles de agarosa al 2%. Se aplicaron muestras de 6 pL de la mezcla
de PCR con 2 L de buffer de carga. Se corrio la electroforesis en gel de agarosa al
2% con buffer de borato de sodio (SB) para el caso de los segmentos CYP2D6-ay —
Y Y en el caso del segmento B se utilizd geles de agarosa al 1.2% preparados con
buffer Tris- acetato EDTA (TAE). Al finalizar la corrida electroforética se realizé una
tincion del gel con bromuro de etidio y se registro la imagen del gel por
transiluminacion con luz ultravioleta en un fotodocumentador GEL DOC XR+ (Bio-
Rad®).

IV.2.6 Secuenciacion

Una vez que se confirmo la presencia de las bandas con los productos de PCR en el
gel, se purificaron a partir de las mezclas de reaccion. A 19 uL de cada mezcla de
PCR se le afadié 1.9 pL de acetato de sodio 3 M y 57 pL de etanol grado biologia
molecular a -20 °C. se incubaron las mezclas por 3 h, se centrifugaron durante 15
min a 13,000 rpm, se decantaron cuidadosamente y se agregaron 700 pL de etanol
al 70% a la pastilla, se les dio un ligero pulso en vortex a velocidad baja y nuevamente

se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min. Para evaporar el etanol residual se
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colocaron los tubos en un termoblock a 55 °C durante unos min, se re disolvio la
pastilla en 50 yL de agua MilliQ estéril y se dejo reposar la solucion por 30 min a

temperatura ambiente.

Una vez disuelto el ADN, se determind la relacion Azeo/A2g0 Y SU concentracion en el
espectrofotometro Epoch (BioteK®, EU) directamente. Para la secuenciaciéon se
prepararon muestras de cada producto de PCR a 15 ng/uL y 5 pL de oligos 5 uM por
cada reaccion. Las muestras fueron secuenciadas en el Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) con el método de Sanger.
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IV.2.7 Andlisis de las secuencias

Para verificar la identidad de los productos de PCR se analiz6 la secuencia de cada
uno por alineamiento con la secuencia de referencia empleando el programa
MultiAlin (Corpet, 1988). Una vez confirmada la identidad se analizdé el perfil
cromatografico con el programa FinchTV® version 1.5.0 (Geospiza inc.) para
determinar si la secuencia era silvestre o polimérfica y en este caso si el alelo es
homocigoto o heterocigoto (Figura 4). Para registrar, ordenar e interpretar los
resultados de la secuenciacion se utilizé el procesador Microsoft Word y la hoja de

calculo Excel.

Figura 4. Ejemplo de un cromatograma en el que se identifica un SNP heterdcigo con
dos picos de color rojo y azul en la secuencia forward (T/A) en la imagen de la
izquierda y reverse (T/A) en la imagen de la derecha.
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I\V.2.8 Disefio experimental

Disefio de Extraccion y purificacion

i i Amplificacion por PCR
oligonucledtidos de ADN P e

.. Purificacion de los .
Secuenciacion 5 Electroforesis
productos de la PCR

Andlisis e interpretacion
de las secuencias

Figura 5. Secuencia del trabajo experimental que se realizé.
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V. RESULTADOS

V.1 Extraccion y purificacion del ADN

Las lecturas obtenidas del espectrofotometro Epoch (BioteK®, EU) se enlistan en el

Cuadro 7 y la preparacion de las muestras en el Cuadro 8.

Cuadro 7. Concentracion y

ureza del ADN

Muestra | ng/pL A260/A280
1 118.7 1.7
2 77.0 19
3 165.7 19
4 78.0 19
5 137.5 1.8
6 103.1 1.8
7 18.2 1.6
8 86.8 1.8
9 28.7 1.8
10 59.0 1.8
11 56.0 19
12 50.3 1.8
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Cuadro 8. Volumenes de TE 1X afiadidos a las muestras de ADN para ajustar la
concentracion a 20 ng/uL

i ADN inicial TE 1X ADN final
(ng/uL) (HL) (ng/uL)
1 118.8 128.3 20
2 77.0 74.1 20
3 165.7 189.4 20
4 78.0 75.4 20
5 137.5 152.8 20
6 103.1 108.0 20
7 18.2 0.0 18.2
8 86.8 86.8 20
9 28.7 11.3 20
10 59.0 50.7 20
11 56.0 46.8 20
12 50.3 39.4 20

V.2 Amplificacion del segmento CYP2D6-a

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo experimental
de la amplificacion del segmento CYP2D6-a (Figura 6) en donde podemos observar
un patron de bandeo correspondiente a un tamafio aproximado de 300pb en la
mayoria de las mezclas de PCR, lo cual indica que en esas condiciones se logré
amplificar un fragmento de tamafio aproximado al que se esperaba amplificar de
339pb (Cuadro 9) , algunas bandas presentan mayor intensidad que otras, lo cual
indica que las mas intensas cuentan con una mayor concentracion de producto

amplificado y las condiciones son mas éptimas para la amplificacion (Cuadro 10).
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Figura 6. Gel de electroforesis correspondiente a las mezclas de PCR para el
segmento CYP2D6-a (25 pL, 30 ciclos). El cuadro rojo sefiala la presencia de una
banda de baja intensidad.

Cuadro 9. Presencia de la banda CYP2D6-a (339 pb) en mezclas de PCR con
MgCl2 1.5-3 mM amplificadas por 30 ciclos con temperaturas de annealing de 58.5
a 65.0 °C

MgClz (mM)

°C

15 | 20 | 25 | 3.0

98.5 | sj Si Si Si

99.6 | gj Si Si Si

61.0 |sgi Si Si Si

62.2 | gj Si Si Si

63.7 |NO |Si Si Si

65.0 |NO |Si Si Si
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Cuadro 10. Intensidad absoluta (pixeles) y normalizada (méxima = 1.00) de la
banda CYP2D6-a (339 pb) con MgCl2 1.5-3 mM y temperaturas de annealing de
58.5 a 65°C.

°C MgCl2 1.5 mM MgCl2 2 mM MgCl2 2.5 mM MgCl2 3 mM

58.5| 108567 [0.395| 133569 |[0.486| 159327 |0.580| 189675 |0.691

59.6 | 127143 |0.463| 218241 |0.795| 256473 |0.934| 274671 |1.000

61.0 78111 0.284| 186705 |[0.680| 188649 |0.687| 225450 |0.821

62.2 86238 0.314| 189810 |[0.691| 188919 |0.688| 177687 |0.647

63.7 0 0.000 157383 0.573 152334 0.555 217377 0.791
65.0 0 0.000 21438 0.078 138348 0.504 174312 0.635
e MECIZ 1.5 MV e MEC12 2.0 MM e Mz G2 2.5 i MgCl2 3.0 mivi
12
1.00
1
2 “0.934
& 08  —
v / e
T 04 7 -
= v ~
@ 04 \
£ *'\,
0.2 N
\
.
D B
58 5 50.6 61.0 622 637 65.0

Temperatura de annealing [*C)

Figura 7. Intensidad relativa de la banda CYP2D6-a (339 pb) en funcion de la
concentracion de MgCl. y la temperatura de annealing.
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V.3 Amplificacion del segmento CYP2D6-p3

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo experimental
de la amplificacion del segmento CYP2D6-B (Figura 8) en donde se observé al
revelar el gel de electroforesis un patron de bandeo en todas las mezclas de PCR
sometidas a diferentes temperaturas (Cuadro 11), en este caso se observo que en
cada mezcla de PCR se amplifico un producto un tamafio mayor a 900 pb de gran
intensidad (Cuadrol12), lo cual indica que se logré la amplificacion de un fragmento

de un tamanio similar al que se esperaba de 1039 pb

60.5°C 61.6°C 63.0°C 64.0°C 65.7°C 67.0°C

Figura 8. Gel de electroforesis las mezclas de PCR para el segmento CYP2D6-f3
(25 pL, 30 ciclos)
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Cuadro 11. Presencia de la banda CYP2D6- (1039 pb) en mezclas de PCR con
MgCl2 2 mM amplificadas 30 ciclos con temperaturas de annealing de 60.5 a

67.0°C.
°C | Banda
60.5| Si
61.6| Si
63.0 Si
64.0| Si
65.7 Si
67.0| Si

Cuadro 12. Intensidad absoluta (pixeles) y normalizada (maxima = 1.00) de la
banda CYP2D6-y (1039 pb) en mezclas de PCR con MgCl, 2 mM y temperaturas
de annealing de 60.5 a 67.0 °C.

Intensidad (pixeles)

°C

Absoluta | Relativa
60.5| 419934 0.46
61.6| 664122 0.73
63.0| 861441 0.95
64.0| 683553 0.75
65.7| 911574 1.00
67.0| 653922 0.72
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Figura 9. Intensidad relativa de la banda CYP2D6- (1039 pb) en funcién de la
temperatura de annealing.
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V.4 Amplificacion del segmento CYP2D6-y

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo experimental
de la amplificacién del segmento CYP2D6-y (Figura 10) en donde podemos observar
un patrén de bandeo correspondiente a un tamafio aproximado de 700pb en la
mayoria de las mezclas de PCR, lo cual indica que en esas condiciones se logré
amplificar un fragmento de tamafio aproximado al que se esperaba amplificar de
689pb (Cuadro 13) , algunas bandas presentan mayor intensidad que otras, lo cual
indica que las méas intensas cuentan con una mayor concentracién de producto

amplificado y las condiciones son mas Optimas para la amplificacién (Cuadro 14).

58.5°C 59.6°C. T e

MgCl, L
(mM) 1.5 20 25 3.0 15 20 25 20 L1820 25 28

Figura 10. Electroferograma de las mezclas de PCR para el segmento CYP2D6-y
(25 pL, 30 ciclos). Los cuadros rojos sefialan bandas de baja intensidad.

Cuadro 13. Presencia de la banda CYP2D6-y (680 pb) en mezclas de PCR con

MgCl. 1.5-3 mM amplificadas 30 ciclos con temperaturas de annealing de 58.5 a

65.0 °C.
MgCl2 (mM)

15/20(25|3.0
585| Si | Si | Si | Si
596 | Si | Si | Si | Si
61.0| Si | Si | Si | Si
62.2| Si | Si | Si | Si
63.7| Si | Si | Si | NO
65.0 | NO |NO | Si | Si

°C
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Cuadro 14. Intensidad absoluta (pixeles) y normalizada (maxima = 1.00) de la
banda CYP2D6-y (680 pb) con MgCI2 1.5-3 mM y temperaturas de annealing de
58.5 a 65°C.

°C MgCl2 1.5 mM MgCl2 2 mM MgCl2 2.5 mM MgCl2 3 mM

58.5 | 20088 0.48 | 18312 | 0.44 | 27216 | 0.65 |18264| 0.44

59.6 | 39696 | 0.95 | 36024 | 0.86 | 26280 | 0.63 |22056| 0.53

61.0 | 41712 1.00 | 12528 | 0.30 |35256 | 0.85 |15624| 0.37

62.2 | 30024 0.72 | 19536 | 0.47 |28944 | 0.69 |13752| 0.33

63.7 | 12360 0.30 | 22560 | 0.54 | 18624 | 0.45 0 0
65.0 0 0 0 0 [23568| 0.57 |27552| 0.66
—emME02 15 MM g MECI2 2.0 mM —MgCi2 25 mM MeCi2 3.0 mM

120

1.00
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Figura 11. Intensidad relativa de la banda CYP2D6-y (680 pb) en funcion de la
concentracion de MgCl. y la temperatura de annealing.
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V.5 Amplificacién de los tres segmentos con ADN

Las condiciones que se seleccionaron para la amplificacion de los tres segmentos

son las siguientes:

Cuadro 15. Temperaturas de annealing y concentraciones de MgCl> elegidas para
amplificar los segmentos CYP2D6-q, -B y —y por 30 ciclos.

Fragmento | °C | MgCl, (mM)
CYP2D6-a | 61 2.5
CYP2D6-B | 66 2
CYP2D6-y | 61 15

A continuacion se presenta un ejemplo de la amplificacion de las tres regiones en
dos pacientes diferentes en donde se puede observar en el gel la presencia de tres
bandas similares a los tamafios esperados en cada uno (Figura 12).

—) =3 = — i 3 T

-

Paciente 1 Paciente 2

Figura 12. Patron de bandeo de los segmentos CYP2D6-a (naranja), CYP2D6-[3
(azul) y CYP2D6-y (verde) amplificados a partir del ADN de dos pacientes en las
condiciones descritas en el cuadro 15.
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V.6 Secuenciacion

Una vez purificados, los productos de PCR se analizaron para obtener las secuencias

de los segmentos CYP2D6-q, -B y —y de cada muestra.
V.7 Alineamientos

Se realizé el alineamiento de las secuencias obtenidas por los primers forward y
reverse de las muestras de cada segmento CYP2D6-q, -B y —y por comparacién con
la secuencia de referencia del gen silvestre. A continuacion, se muestran ejemplos

de los alineamientos obtenidos de cada regién (Figuras 13,14 y 15).

10 20 30 a0 50 60 7 80 30 100 110 120 130

Al .

RIF

CCCCCOCTOAGEC TAGHA-CAC IGGTHCLC=TGGECCGTGATAGIGECORTCTICCTGLTCCTGETGOACCTGATGCACCOGCGLCRRCGETGEGCTHC

TCORGAGGAGCCCAT TTGETAGTGAGGCRGE TATGHGEL TRGARGCAL THETGCLCCTEECCGTOATRGIGGCCATCTTCCTRLICC TG 1GGACC TERTECACCHOCELCANCEE THOGC TR

mmnrcmcm TTGETAGTGAGGCRGE TATGHAGE TRGARGCAL THGTGCLCCTOHCCGTONTRGTGECCATCTICCTGLTCCTOLTGHACC TEATGCRCCHOCGLCRRCGL THOGC THC

+ oBLEtecogaggagcceatttggtagt pageCaggt o fgeSEC TAGAAEUAC TEATGLLCOTGGECGIRATRGTRGCCATLTICLTRETCCTGRTGRACC TGARTREACCOGCLLCARCGLTGREETIC
131

: 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 26‘.)
KH'MECM(M(‘CET THCOACTRCCCHRAGE THORGCARCC THETGERTGTGRGRC T TCCAGNRCACACCRTAC TGCT TEGACC TRAGGC T

AREF  NCGCTRCCCACCAGRCCCOLTGRLCAL TRCCCRGEE TGHHCARCC TGE TGCRTGTHARL T l:cmntnttnmmrntmmmmmmlnm‘wmmlmm|
RIR  ACGCTRCCCACOMGECCCCE YBCCAC TRCCCRGGE TGERCRNCE TGETGCRTETGEAC nc:mxaccnm:u.ulcmrmlm.mcr VEGAGGGCGGONGAES TEL TEAGRL T
Consensus  ACGLTACCONCOAGECCCCCTBECAC TRCCCOHGL TGELCARCC TGETGERTETGEACT TCCARIRCACACCRTACTGET TCGACC GECRGRGETELTGAGKCT
261 270 280 2%0 300 3o 20 330 340343
1 \
A1F éc:tlﬂrxmm!mlmtmtmmw TGGACCAGARGCCRGGC TGAGARGGGGARGCAGGT TTGGA
AREF  CCCCTACCAGARGCARACATGGATGGRTGES TGAARCCARCAGLE THGACCAGAAGLCAGGL TGAGARGLGGRAGCAGGTTTHE
RIR  CCOCTRCCAGANGCARACAT GEATGHTGEGT GRACCGELCATC TUAGRGGE
Consensus  CCCCTRCCARARGCARACATGLATGETGHGTGARSC calaggC 16 als Lyg
M\ 1 2 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 13;

1 10

GAAGCGATGGHGC TRGA-GLAC TGETHELC-166CCRTERTAGTGRCCATCTTCCTRC TECTGGTRGACT TG T GCRCCEGEGUCRRCGL TRHGL 16T
GTCCRGAGGAGLCCRT T TGETRGTGRGGCAGET AT GEGGE TAGRAGCAC 166 TGCCCCTGECCHTERTRGTGECCATET TCCTECTCCTGGTBOACT TENTGCRECEECECCARCEL T GELLTOE
"lSlSlmm’"Sﬁ'ﬁlmlﬂm TAGRRGCAC 166 1GLLCCTGHCCE TGRTAGIGECCATC TTCLYGCTCCTH6YGLACE T6ATGERECHHCGLCRRCGL T GLEL 16GC
TAGRAGCAL TEGTGLCCe TRELCHTERTAGTGECCATCTTCCTECTCCTEG Y EGRUC TEATRCACCRECELCARCELTHESLCTRE

Figura 13.

EM 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

ACGCTACCCACCAGECCCLLTRICAC TRCCCHGGL TGGECARCC TRCTOCATETGHAC T TCCRGARCACACCATAC TGC T TCGACCAGG TGRGGEAGHAGLTCT TCCTGAGEAT
ACGCTACCORCCABGECCCL TECORC TRCCLGHHC TOLGCARCE THC TRCATGTGGAL T TCCRGARCACHCCATAC T6C T TCGACCAGE T GAGLGAGGRGH T EIWW&“‘I TGAGLCT

ACGCTACCCACCABGCCCEL THCCACTRCCCGHGE TRGECARCE TGC TRCATETGGAC T TCCAGARCATACCHTRC TGCT TCGACL: M!m«mtmmmicc TGAGGAT
RCGE TACCCACCRRBGECCET TGUOAC THCCLORAC TRGHTARLT FRC TRCRTETGGRL T TCCAGARCACACCATAC TGCT TEGRCCRGT GG TcCTRAGGaT
261 270 280 290 300 a1 320 330 mw

ctcmuccmmmsasxwmstmm IWWWIWI "ﬁﬁ
CCCCTACCAGRAGCARRCATEEAT GG TRGE TGARACCACAGEL T6GACCAGRAGCCRGGC TGRGARGEEGANGCAGE
acmtmmavmmrmvmlmuﬁa

cLLCCAL RgcRGLARAC

ot wetilee

Ejemplo de alineamientos de las secuencias obtenidas del segmento
CYP2D6-a.
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Figura 14. Ejemplo de alineamientos de las secuencias obtenidas del segmento
CYP2D6-8.
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Figura 15. Ejemplo de alineamientos de las secuencias obtenidas del segmento
CYP2D6-y.

A través de los alineamientos se observé que las secuencias obtenidas
efectivamente corresponden a las regiones que se esperaba amplificar con los oligos

disefiados.

V.8 Analisis de las secuencias y determinacion del genotipo

Del analisis de las secuencias se obtuvo la frecuencia de los SNPs clinicamente
relevantes (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Frecuencia de SNPs clinicamente relevantes.

Identificador SNP | WT (silvestre) | Heterocigoto | Homocigoto mutante
rs1065852 16 (80 %) 3 (15 %) 1 (5 %)
rs1080995 12 (60 %) 8 (40 %) 0 (0 %)
rs1080996 12 (60 %) 6 (30 %) 2 (10 %)
rs1080997 12 (63.2%) |7(36.8%) |0 (0%)
rs1080998 11 (579%) |[8(42.1%) |0 (0%)
rs1081000 10 (50 %) 8 (40 %) 2 (10 %)
rs29001518 20 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
rs1058164 12 (100 %) | 0 (0 %) 0 (0 %)
rs1135824 12 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs28371703 11 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs28371704 12 (100 %) | 0 (0 %) 0 (0 %)
rs28371705 11 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs3892097 12 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs5030655 12 (100 %) | 0 (0 %) 0 (0 %)
rs28371706 12 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs35742686 20 (100 %) | 0 (0 %) 0 (0 %)
rs5030867 12 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs5030656 20 (100 %) | 0 (0 %) 0 (0 %)
rs28371717 19 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
rs28371725 19 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %)
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Figura 16. Gréfica de la frecuencia de SNPs clinicamente relevantes (WT= Tipo

silvestre, Het= Heterocigoto, HM= Homocigoto).

Los SNPs seleccionados corresponden a los alelos mas cominmente asociados con

fallas terapéuticas en el uso de venlafaxina (Cuadro 17) y las permutaciones de estos

alelos permiten predecir el fenotipo metabolizador (Cuadro 18).

Cuadro 17. Perfil de SNPs de los alelos asociados a venlafaxina.

¥ - Normal
*3 | rs35742686 Inactivo
*4 | rs1065852, rs28371703, rs28371704, rs28371705, | Inactivo
rs1058164, rs3892097
*5 | del gen Inactivo
*6 | rs5030655 Inactivo
*10 | rs1065852, rs1058164 Disminuida
*41 | rs1080995, rs1080996, rs1080997, rs1080998, rs29001518, | Disminuida
rs28695233, rs1081000, rs1058164, rs16947, rs28371725
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Cuadro 18. Fenotipos metabolizadores predichos por el genotipo CYP2D6.

Fenotipo Caracteristicas
Normal Dos alelos con actividad normal (*1)
Intermedio | Dos alelos con actividad disminuida (*10 o *41)
Un alelo activo (*1) y un alelo inactivo (*3, *4, *5, *6)
Un alelo con actividad disminuida (*10 o *41) y un alelo inactivo (*3,
¥4, %5 %),
Pobre Dos alelos inactivos (*3, *4, *5, *6)
Ultrarrapido | Duplicacion de un alelo activo (*1) en ausencia de alelos inactivos o
de actividad disminuida

En las muestras analizadas encontramos los genotipos y fenotipos descritos en el

Cuadro 19y la

frecuencia en la que se presentaron. De este analisis se observo que

la predominancia en el grupo analizado fue de fenotipo intermedio (Figura 17 y 18).

Cuadro 19.

Genotipos de CYP2D6 encontrados y fenotipos metabolizadores
predichos.

Genotipo Fenotipo Frecuencia

*1/*1 Normal 4 (30.8 %)

*1/*10 Intermedio 2 (15.4 %)

*1/*41 Intermedio 6 (46.2%)

*10/*10 Intermedio 1 (7.7 %)
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Figura 17. Gréfica de la frecuencia (porcentaje) de genotipos de CYP2D6
encontrados.
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Figura 18. Fenotipos de CYP2D6 (porcentaje).
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VI.  DISCUSION
V1.1 Extraccion y purificacion de ADN

En este proceso observamos que la concentracidbn mas alta obtenida fue de 165.7
ng/uL lo cual representd una cantidad mas que suficiente para realizar los
experimentos siguientes e indica que el protocolo seguido para la extraccion y
purificacion de ADN gendmico fue adecuado para el propdsito de este trabajo. Por
otro lado, la minima concentracién de ADN obtenida fue de 18.2 ng/uL en una sola
muestra, que también fue suficiente para la amplificacion y secuenciacion. El bajo
rendimiento puede deberse a diversos factores, que van desde el estado en el que

se encuentra la muestra, hasta un error técnico en la manipulacion.

El rango de la relacién Azeo/A2go del ADN que es un indicador de la pureza (maximo
esperado: 2.0) fue de 1.6-1.9, e indicé que las muestras eran aptas para la
amplificacion por PCR. La muestra con la pureza mas baja también tuvo la
concentracion mas baja, lo cual sugiere que este resultado puede deberse al mal

estado o manipulacion inadecuada de la muestra.

VI.2 Amplificacion de los segmentos CYP2D6-q, -B y —v.

La amplificacion de los tres segmentos fue exitosa. En el caso del segmento
CYP2D6-a (Figura 6) se obtuvo una banda unica de 339 pb con intensidad maxima
en las mezclas de PCR con annealing a 59.6 °C y concentraciéon de MgClz 2.5mM
(0.93) 0 3.0 mM (1.00), por lo que ambas condiciones se consideraron optimas. Por
otro lado, la ausencia de bandas con MgCl. 1.5 mM y annealing entre 63.7 °Cy 75.0
° C indica que la menor concentracion de MgCl. y las temperaturas mas altas no
permiten la amplificacion del segmento, esto puede generarse debido a que la
concentracion del ion Mg** funge como un elemento importante ya que es
determinante en la eficiencia y especificad de la reaccion por lo que a una

concentracion baja de la fuente del ion propicia a que sea mas bajo el rendimiento
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de la reaccion y podemos observarlo en las demas mezclas con la concentracion de
1.5 mM se puede observar una banda menos intensa, la razén de que desaparezca
a altas temperaturas puede deberse a que altas temperaturas favorecen que los
oligos se separen de las cadenas moldes de ADN por lo que no se generan
suficientes copias para verse en €l o no hay amplificacion (Arredondo, 1993). En las
mezclas con las concentraciones de MgCl, y temperaturas de annealing restantes
hubo menor amplificacion de una banda Unica (0.28-0.83).

En el caso del segmento CYP2D6-3 se amplificaron bandas de un tamafio superior
a 900pb (Figura 8) con temperaturas de annealing en el rango de 60.5-67.0 °C
probado y las de maxima intensidad fueron las de annealing a 63.0 °C (95%) y 65.7
°C (100%) con MgCl> 2 mM. El aumento de las temperaturas de annealing resulto
efectivo para prevenir la amplificacion de productos inespecificos que estuvieron
ausentes en este experimento dado que el incremento de la temperatura apoya la
especificad de los oligos permitiendo que hibriden con la region para la cual fueron

disefiados.

Para la amplificacion del segmento CYP2D6-y (Figura 10), las condiciones Optimas
correspondieron a mezclas con temperatura de annealing a 59.6 °C (95%) y 61 °C
(100%) y MgCl> 1.5 mM con una banda Unica de 689 pb. Por otro lado, se observo
ausencia de bandas tanto en mezclas con MgCl> 1.5 mMy 2 mM y annealing a 65.7
°C y con MgCl> 3 mM y annealing a 63.7 ° C. Se gener6 una banda unica menos
intensa (30%-85%) con las concentraciones de MgCl, y temperaturas de annealing

restantes.

Dado que las temperaturas de annealing Optimas para amplificar los segmentos
CYP2D6-a y CYP2D6-y son cercanas, con annealing 61 °C. El resultado fue positivo
y permitio amplificar ambos segmentos en los 20 pacientes con el mismo programa
de PCR en el termociclador, en tanto para el segmento CYP2D6-3 la temperatura de

annealing seleccionada fue de 66°C. Estas condiciones fueron utilizadas
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exitosamente para amplificar y secuenciar los tres segmentos génicos de los 20

pacientes incluidos en el estudio (Figura 12).
VI.3 Andlisis de las secuencias

Las secuencias de los tres segmentos amplificados de los 20 pacientes se alinearon
con los segmentos de la secuencia de referencia, como muestran los ejemplos de
las figuras 12-14, en donde las zonas homélogas de cada regién en color rojo y las
variaciones en color azul. Aunque al principio de cada secuencia forward y al final de
cada secuencia reverse se observa un tramo de color azul, este es un artefacto
esperado de la secuenciacion debido a que la ADN polimerasa comete algunos
errores de copiado al inicio de la polimerizacion, aunque estos errores no se toman
en cuenta para la deteccion de los SNPs clinicamente relevantes que se encuentran

en la parte de la secuencia que es copiada fielmente (Rodriguez y col., 2004).
VI.4 Analisis y frecuencia de los SNPs

Seis SNPs —rs1065852, rs1080995, rs1080996, rs1080997, rs1080998 vy
rs1081000— se encontraron en estado heterocigoto. Los mas frecuentes, rs1080998
(42.1%), rs1080995 (40%) y rs1081000 (40%) corresponden al alelo CYP2D6*41 que
codifica una isoforma de CYP2D6 con actividad disminuida para el metabolismo de
venlafaxina, indicando que la mayoria del grupo de estudio analizado presenta esta

anomalia en el metabolismo del farmaco.

En estado homocigoto los SNPs mas frecuentes fueron dos —rs1080996 (10%) y
rs1081000 (10%)— ambos también caracteristicas del alelo CYP2D6*41. En menor
frecuencia se encontr6 rs1065852 (2%), SNP caracteristico del alelo CYP2D6*10,
gue también codifica una isoforma con actividad disminuida para el metabolismo de

venlafaxina.

La identificacion de los SNPs y su estado homocigoto/heterocigoto permitié predecir

el fenotipo metabolizador de venlafaxina mediante los criterios mostrados en el
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Cuadro 18. En los individuos incluidos en el estudio predominé el genotipo
CYP2D6*1/*41, que corresponde al fenotipo metabolizador intermedio, es decir,
presentan una ligera disminucién en la capacidad de metabolizar venlafaxina, con

una frecuencia de 46.2%.

El andlisis global mostré una prevalencia del 30.8% para el fenotipo normal
(oficialmente llamado extensivo) y del 69.2% para el fenotipo metabolizador
intermedio. Este hallazgo indica que en caso de recibir tratamiento con venlafaxina,
mas de dos tercios de los sujetos incluidos requeririan ajustar la dosis del
medicamento para prevenir sus efectos adversos ya que la dosis administrada
normalmente podria generarles la presencia de estos dado que hay una alteracion

en su capacidad de metabolizar el farmaco (Novelli, 2010; Sun & Zhang, 2014).

Nuestros resultados sugieren que la mayoria de la poblacion podria tener un fenotipo
metabolizador intermedio dado que se realizé un andlisis con una poblacion aleatoria
sin segregar por caracteristicas o grupos especificos, por lo que se espera que si se
realiza un estudio mas grande se observe el mismo comportamiento, si bien no
podemos confirmarlo dado que el pequeiio tamafio de la muestra no permite hacer
esta generalizacion, si sirve para validar el método desarrollado en este trabajo para
identificar los polimorfismos clinicamente relevantes del gen CYP2D6. Sin embargo,
nuestro estudio sugiere que debe llevarse a cabo un estudio farmacogenético
empleando el método desarrollado en este trabajo de tesis con un grupo poblacional
mas amplio y representativo para determinar los genotipos y fenotipos en diversas

poblaciones y regiones de México.
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VII.  CONCLUSIONES

. Las parejas de oligonucleotidos disefiadas permiten obtener los tres
amplicones del gen CYP2D6 (CYP2D6-a de 393 pb, CYP2D6-B de 1039 pb,
CYP2D6-y de 689 pb) que contienen los SNPs clinicamente relevantes para
el metabolismo de venlafaxina.

. Las concentraciones de MgCl. y las temperaturas de annealing para generar
los tres amplicones puros son: 1) CYP2D6-a: 2.5 mM, 61°C, 2) CYP2D6-:
mM, 66°C, 3) CYP2D6-y: 1.5 mM, 61°C.

. La distribucién de los alelos de CYP2D6 entre los 20 individuos incluidos en

el estudio es la siguiente:
a. CYP2D6*1 en 19 individuos; en cuatro en estado homocigoto, en 15 en
estado heterocigoto.
b. CYP2D6*10 en tres individuos; en dos en estado heterocigoto, en uno
en estado homocigoto.
c. CYP2D6*41 en seis individuos, en todos en estado heterocigoto.
d. CYP2D6*10 en tres individuos; en dos en estado heterocigoto y en uno
en estado homocigoto.
. Los cuatro genotipos encontrados y los fenotipos correspondientes predichos
por la distribucion de los alelos, son:
a. Genotipo *1/*1 y fenotipo normal en cuatro individuos (30.8%)
b. Genotipo *1/*10 y fenotipo intermedio en dos individuos (15.4%)
c. Genotipo *1/*10 y fenotipo intermedio en dos individuos (15.4%)
d. Genotipo *1/*41 y fenotipo intermedio en seis individuos (46.2%)
e. Genotipo *1/*10 y fenotipo intermedio en dos individuos (15.4%)
. Los dos fenotipos predichos entre los sujetos incluidos son intermedio y
normal, con predominio del intermedio (18/20 = 90%).
. El método desarrollado en este trabajo podra emplearse para determinar el
genotipo CYP2D6 vy el fenotipo metabolizador correspondiente y ajustar la

dosis de venlafaxina en pacientes con trastorno depresivo mayor.
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