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RESUMEN

Introduccion: El gen CYP2D6 codifica la proteina de igual nombre, enzima
principal del complejo de citocromos P-450 en la fase | del metabolismo de muchos
medicamentos ampliamente usados en la practica clinica, entre los que se
encuentran los neurolépticos. Las variantes alélicas que implican una funcion nula
de esta enzima: *3, *4, *5, y *6, predicen entre el 93-97,5 % de los posibles
fenotipos metabolizadores lentos, que implican acumulacién de concentraciones
toxicas y, por consiguiente, mayor riesgo de reacciones adversas. Por otro lado,
hay estudios que reportan una baja frecuencia de metabolizadores lentos en
pacientes con esquizofrenia.

Objetivo: Evaluar la asociacion entre las variantes no funcionales del gen CYP2D6
con la esquizofrenia en pacientes cubanos.

Métodos: Se realizd un estudio de casos y controles. En el grupo de los casos se
incluyeron 212 pacientes con esquizofrenia, y en los controles 326 voluntarios
sanos.

Resultados: Las frecuencias de los alelos CYP2D6 con actividad enzimatica nula
fueron similares entre los casos y los controles. No se detect6 una diferencia
estadisticamente significativa de metabolizadores lentos entre los pacientes con
esquizofrenia ni en los voluntarios sanos.
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Conclusiones: En este estudio, el fenotipo predictivo metabolizador lento del gen
CYP2D6 no resulté un factor de predisposicion a la esquizofrenia.

Palabras clave: citocromo P-450 CYP2D6; esquizofrenia; farmacogenética;
frecuencia alélica.

ABSTRACT

Introduction: The CYP2D6 gene encodes the namesake protein, the main enzyme
in the complex of cytochromes P-450 in phase | of the metabolism of many drugs
widely used in clinical practice, among them the neuroleptics. The allelic variants
implying a null function of this enzyme: *3, *4, *5 and *6, predict 93%-97.5% of the
possible slow metabolizer phenotypes, which cause an accumulation of toxic
concentrations and therefore a higher risk of adverse reactions. On the other hand,
a number of studies report a low frequency of slow metabolizers in patients with
schizophrenia.

Objective: Evaluate the association between the non-functional variants of the
CYP2D6 gene and schizophrenia in Cuban patients.

Methods: A case-control study was conducted. The case group was composed of
212 patients with schizophrenia, whereas the controls were 326 healthy
volunteers.

Results: The frequencies of CYP2Dé6 alleles with null enzymatic activity were
similar in the two groups. A statistically significant difference of slow metabolizers
was not found among patients with schizophrenia or healthy volunteers.
Conclusions: In the study conducted, the slow predictive metabolizer phenotype
of the CYP2D6 gene was not a predisposing factor for schizophrenia.

Keywords: cytochrome P-450 CYP2D6; schizophrenia; pharmacogenetics; allele
frequency.
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Introduccidn
En el campo de la farmacogenética una de las enzimas mejor caracterizadas es
CYP2D6, perteneciente al complejo enzimatico citocromo P-450 . Esta proteina,
codificada por el gen de igual nombre, CYP2D6, es responsable del metabolismo
mediante procesos de hidroxilacion o de alquilacion de alrededor del 20 % de
los medicamentos de wuso comun, entre los que se encuentran los
neurolépticos.
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La enzima CYP2D6 se localiza en la mayoria de las células, pero su
concentracion varia entre los diferentes tipos de tejidos. Aunque se expresa
fundamentalmente en el higado, su localizacion en el cerebro es altamente
pertinente para asociarla con la predisposicion a enfermedades
neuropsiquiatricas, ya que se ha reportado que participa también en la
biotransformacion de varios neurotransmisores, como la dopamina y la
serotonina, funcionalmente involucrados en los trastornos psiquiatricos como
la esquizofrenia. Con esta premisa, los polimorfismos del gen que la codifican,
se han relacionado con rasgos de personalidad: ansiedad, astenia, agresividad
y socializacion.? También se han asociado con la esquizofrenia, enfermedad
multifactorial, altamente poligénica con un complejo conjunto de loci de
riesgo, en la que se supone entre varias hipotesis un trastorno de la
sefnalizacion neuronal.®)

En general se conocen tres fenotipos principales en relacion con la respuesta
individual a los medicamentos metabolizados por esta enzima:
metabolizadores normales (MN), lentos (ML) y ultrarrapidos (MU). Los ML
tienen riesgo de acumulaciéon de concentraciones toxicas de medicamentos,
mientras que los MU tienen riesgo de recibir un tratamiento insuficiente, con
dosis inadecuadas para el mantenimiento de las concentraciones sanguineas
del farmaco en el rango terapéutico. Del 93 al 97,5 % de los fenotipos ML son
producidos por la combinacion en el genotipo de cuatro alelos: CYP2D6*3, *4,
*5, ¥y *6.™ En relacion con este biomarcador farmacogenético, en el aho 2010
Llerena y otros publicaron la frecuencia de individuos ML en una muestra de
voluntarios sanos cubanos. El estudio reporté frecuencias de 3,9 % en cubanos
mestizos y 5,3 % en cubanos blancos.® Sin embargo, no se ha mantenido un
ritmo creciente de investigaciones en esta rama, ni se han incluido las
principales areas terapéuticas.

Algunos estudios de asociacion entre el citocromo CYP2D6 y la esquizofrenia
han mostrado una baja frecuencia de pacientes metabolizadores lentos en
comparacion con las frecuencias reportadas en las poblaciones de origen, tales
resultados se obtuvieron en muestras de pacientes daneses, espanoles y
alemanes.(®7:8 La plausibilidad biologica de la baja frecuencia de
metabolizadores lentos en pacientes con esquizofrenia esta sustentada en la
implicacion de la enzima CYP2D6 en el metabolismo cerebral de un sustrato
neuroactivo que pueda contribuir a la vulnerabilidad y la severidad clinica.

Estudios in vitro demuestran su participacion en la biotransformacion de
tiramina (4-hidroxi-feniletilamina: producto de la descarboxilacion de la
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tirosina) a dopamina® y en la regeneracion de la serotonina a partir de la 5
metoxitriptamina. Ozdemir y otros plantearon que los metabolizadores lentos
podian presentar bajos niveles de serotonina, pero altos de dopamina en la
glandula pituitaria.(?

Resulta interesante que las alteraciones en los receptores o en los
transportadores de serotonina en el cerebro causan un tono
hiposerotoninérgico que predispone a la ansiedad o al estrés y a diferentes
grados de impulsividad. De ahi que la implicacion que tiene la enzima en la
delineacion de los rasgos de la personalidad esté mediada por su influencia en
la via de la serotonina.® La baja representacion de metabolizadores lentos
para esta enzima no siempre se ha replicado en otras poblaciones, (':2) (os
que suponen resultados contradictorios. Es importante senalar que no hay
homologia en todos los disefos de estudios a los que hacemos referencia:
difieren en los alelos nulos incluidos (en funcion de los descritos en el
momento en que se realizaron las investigaciones) y en la manera de
seleccionar a los controles. Por lo que con el objetivo de aportar nuevas
evidencias, nos propusimos evaluar la asociacion entre las variantes no
funcionales del gen CYP2Dé con la esquizofrenia en pacientes cubanos.
Constituye la primera investigacion de este biomarcador farmacogenético
enfocada en la psiquiatria en nuestro pais.

Métodos

Se realiz6 un estudio de casos y controles. El universo de estudio de los casos
lo constituyeron 403 pacientes con diagnostico de esquizofrenia segiin en DSM-
IV, ingresados en el Hospital Psiquiatrico de La Habana, en el periodo de julio
2013 hasta mayo 2014. Mediante un muestreo aleatorio simple se
seleccionaron 220 pacientes. Finalmente la muestra de los casos quedo
conformada por 212 pacientes, previo consentimiento informado de los
pacientes o familiares; en ocho casos la calidad y cantidad de la muestra de
ADN no cumplieron los requisitos técnicos para los estudios de biologia
molecular.

El universo de estudio de los controles lo constituyeron 400 voluntarios sanos.
A través del interrogatorio se exploraron antecedentes patoldogicos personales
y habitos toxicos. Se les realizé un examen fisico general y por aparatos. Se
seleccionaron 326 individuos que de manera consecutiva cumplieron los
siguientes criterios: dieron su consentimiento para participar en la
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investigacion, no antecedentes familiares de primer o segundo grado de
esquizofrenia.

La disponibilidad de reactivos para los estudios de laboratorios permitia la
inclusion de 550 individuos (casos o controles). La muestra seleccionada
permitié una proporcion de controles/casos de 1,5.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Centro Nacional de
Genética Médica.

Estudio molecular
Las muestras de ADN de los casos y controles incluidos en el estudio fueron
analizadas en el Centro de Investigacion Clinica del Area de Salud de Badajoz
(CICAB), Universidad de Extremadura, Hospital Universitario Infanta Cristina,
Espafna, donde se realizd la determinacion del genotipo CYP2D6.

EL ADN se obtuvo a partir de una muestra de 10 mL de sangre periférica, usando
como anticoagulante EDTA (56 mg/mL). La extraccion y purificacion fueron
realizadas por el método de precipitacion salina, descrito por Miller en
1988.(13)

La identificacion de los alelos se realiz6 mediante la deteccion de uno o mas
polimorfismos de simple nucledtidos (SNP) claves de cada alelo, a través de
reacciones en cadena de la polimerasa cuantitativas, en tiempo real (PCR-RT),
basado en los ensayos TagMan® en el sistema Fast 7300 PCR-RT (Applied
Biosystems, CA, USA), comercialmente disponibles (Tabla 1). La variante
alélica wt (del inglés wild type: alelo salvaje) fue asignada cuando ningln otro
alelo analizado era detectado.

Tabla 1 - Detalle de los ensayos utilizados para
la determinacion alélica del CYP2Dé
CYP2D6*3 2549delA C_32407232_50
CYP2D6*4 1864G>A C_27102431_BO

CYP2D6*5 De‘t;" e | 14500010001 _cnf
CYP2D6'6 | 1707T>del | C_32407243_20

ID: identificacion

Andlisis estadistico
Las frecuencias génicas fueron calculadas a partir de los genotipos observados.
Para definir si las frecuencias genotipicas y génicas de los controles se encontraban
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en equilibrio génico de Hardy-Weinberg (HW) se calculd el Ji cuadrado (x?) y la
prueba exacta de Fisher. Se aplico el test de diferencia de proporciones para la
comparacion de las frecuencias alélicas. El nivel de significacion estadistico
utilizado fue de a = 0,05. Se utilizo el software GENEPOP 4.4 para Windows / Linux
/ Mac OsX (2015) que implementa diferentes métodos tradicionales de analisis de
genética poblacional.

La capacidad metabolica/genotipo (fenotipo predictivo) fue definido: ML: dos
alelos inactivos; MN: uno o dos genes activos.

Resultados
Las frecuencias de los alelos CYP2D6 con actividad enzimatica nula fueron similares
entre los casos y los controles; no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 2). De igual modo se comprobd que tanto los casos (x 2 =
2,34085; p = 0,3175) como los controles (x 2 = 1,48091, p = 0,476898) se
encontraban en equilibrio de HW.

Tabla 2 - Frecuencias alélicas en casos y controles
Casos

Alelos ~ Controles
CYP2Dé : 1'2 n =326
*3 0,0047 0,0015 0,5654
*4 0,1179 0,1350 0,5791
*5 0,0448 0,0276 0,1237
*6 0,0047 0,0077 0,7103

**Pryeba de comparacion (diferencia) de proporciones para
dos poblaciones independientes.

Dentro de los alelos no funcionales o nulos, el mas frecuente en esta investigacion
fue el CYP2D6*4, seguido por el CYP2D6*5, tal como sucede en la mayoria de las
poblaciones.

Las frecuencias genotipicas a partir de la combinacion de los alelos se presentan
en la tabla 3.

Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




% EQMEE“S Revista Cubana de Genética Comunitaria 2020;13(1):e56

Tabla 3 - Distribucion de los genotipos CYP2D6 en casos y controles

Casos Controles

Fenotipo predictivo
(nimero de genes activos)

Genotipos CYP2D6 n=212 n =326

n n

*6/*6 0 | 000 | 0O | 0,00

575 ] 0,47 | 0 | 0,00

474 1 0,47 | 5 | 1,53

3773 0 [ 000 | 0 | 0,00

"6/°5 0 [ 000 | 0 | 0,00

ML (0) 674 1 0,47 | 0 | 0,00
673 0 | 000 | 0 | 0,00

574 ] 0,47 | 1 | 0,31

5773 0 | 0,00 | 0 | 0,00

4773 0 [ 000 | 0 | 0,00

4 | 188 | 6 | 1,84

wt/*6 1 0,47 | 5 | 1,53

wt/*5 16 | 7,55 | 17 | 5,21

wi/4 46 | 21,70 | 77 | 3,62

MN (102) wt/*3 2 094 | 1 | 0,31
WUwWt 143 | 67,46 | 220 | 67,47

208 | 98,12 | 320 | 98,16

No se detect6 una diferencia estadisticamente significativa de ML entre los
pacientes con esquizofrenia y los voluntarios sanos (1,88 vs. 1,84) (x2=2,71980, p
= 0,256686).

Discusion
El gen CYP2D6 es muy polimorfico; se han identificado al menos 110 variantes
alélicas.( Nuestros resultados confirman que en la categoria de alelos no
funcionales o nulos, el CYP2D6*4 es el mas representativo, con una frecuencia
alélica igual a 0,1179 en los pacientes y de 0,1350 en los controles. La prevalencia
de este alelo varia desde 0 hasta 0,21 entre los amerindios, mestizos y
eurodescendientes en América Latina.(

Entre los caucasicos, la frecuencia de este alelo oscila entre 0,18 hasta llegar en
las poblaciones escandinavas a 0,26.(">) En el caso de Cuba, una publicaciéon en
voluntarios sanos reporto una frecuencia similar entre cubanos blancos y mestizos,
0,146 y 0,143, respectivamente.® La variante CYP2Dé6*4 implica un cambio de
guanina por adenina en la posicion 1864, lo que provoca un defecto en el
procesamiento del ARN al generar un codon de terminacion que produce la sintesis
de una proteina inactiva que contiene 181 aminoacidos en lugar de los 457 que
codifica el alelo salvaje.(1®)
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En el caso del alelo CYP2Dé6*5 se ha reportado con una frecuencia que varia entre
0y 0,046 para las poblaciones iberoamericanas en general. La prevalencia mas alta
en esta region se encuentra en la poblacion mestiza de Colombia, con una
frecuencia de 0,077.("") Al comparar la frecuencia de este alelo con las reportadas
para otras regiones diferentes a Iberoamérica, resultdé mas alta que la descrita en
caucasicos (0,028) y menor que la frecuencia afroamericana (0,064).("

El alelo CYP2Dé6*3 es otro de los no funcionales, presenta una delecion de un par
de bases que interrumpe el marco de lectura y provoca la terminacién prematura
de la proteina. La frecuencia para esta variante alélica fue similar a la descrita
para la region de las Américas (0,006); resultdé mas baja que la frecuencia
caucasica, que incluye individuos europeos y norteamericanos (0,013), y mas alta
que la reportada para los afroamericanos (0,0027).("

Al igual que ocurre en todas las poblaciones, en este grupo de alelos no
funcionales, CYP2D6*6 tuvo la frecuencia mas baja en ambos grupos. Esta variante
es resultado de una delecién en el exon 3, que provoca el corrimiento del marco
de lectura, generando un codon de terminacion. Con relacion a este alelo se
reporta una frecuencia de 0,002 en individuos afroamericanos y 0,01 en
caucasicos. ()

En un estudio similar en pacientes con esquizofrenia, de la region sur de Brasil, la
frecuencia de estos alelos con actividad nula, coincidio con el mismo orden de
frecuencia analizada en este estudio, en primer lugar, el alelo *4, con 0,0941,
seguido del *5, con 0,0215. En la investigacion a la que se hace referencia, las
frecuencias de los alelos fueron similares entre los pacientes con esquizofrenia y
los voluntarios sanos.!'" De igual modo ocurrié en un segundo estudio realizado en
pacientes esquizofrénicos espanoles y voluntarios sanos.('®

Como resultado de la combinacion de estos alelos, la distribucion mundial de los
ML varia marcadamente. En las poblaciones mestizas, afrodescendientes y
eurodescendientes de América Latina, las frecuencias de ML varian entre 1,0-6,0
%. Especificamente, en el caso de Cuba, las reportadas con anterioridad al
presente estudio oscilaban entre 3,9-5,3 %.® Llama la atencion que en esta
investigacion la frecuencia de ML en ambos grupos es inferior a los resultados
previos, y al no mostrar diferencias no supone un factor de proteccion o
predisposicion a la esquizofrenia.

Es importante senalar que, a pesar de que los controles son individuos cubanos y
muestran la manera en que se distribuyen los alelos de este locus en la poblacion,
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no pertenecen a la poblacién fuente de los casos. Esto constituye una de las
limitaciones del disefio y pudiera ser una posible explicacion a que no se obtuvieran
diferencias significativas en las distribuciones alélicas o genotipicas entre
pacientes y controles. Tal como se explico anteriormente, el grupo control estuvo
conformado por estudiantes y profesores universitarios.

Aunque la relacion entre la esquizofrenia y los genotipos relacionados con CYP2Dé
no son concluyentes, la caracterizacion de los polimorfismos de este gen en esta
enfermedad es muy importante, tanto en la blUsqueda de genes candidatos
funcionales que se han seleccionado a partir de evidencias neurofarmacoldgicas,
como para dilucidar su papel en la aparicidon de reacciones adversas, debido a su
participacion en el metabolismo de los farmacos antipsicoticos.

En este estudio, el fenotipo predictivo metabolizador lento del gen CYP2D6 no
resultdo un factor de predisposicion a la esquizofrenia. No obstante, se deben
disefar investigaciones en el campo de la farmacogenética, con muestreos
aleatorizados, que permitan extrapolar los resultados a la poblacion, para estimar
la frecuencia de metabolizadores lentos en la poblacion cubana, sin que medien
sesgos de seleccion en los controles.
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