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INTRODUCCION

La isoenzima CYP2DG6 meraboliza 75 diferentes frmacos
que actian particularmente en el Sistema Nervioso Central
v en el Sistema Cardiovascular (1), asimismo, caraliza la
biowransformacién oxidativa de pesticidas organofosforados
como el paration y el diazinon (2), y contribuye en la acti-
vacién de una nitosamina especifica del huma del tabaco

(NNK), que es considerada como un potente carcinégeno
(3). El gen CYP2D6 contiene mds de 75 alelos identifica-
dos a la fecha, los cuales se pueden consultar en la pégina
electrénica http://www.imm ki.se/CYPalleles/ (4). Los alelos
defectuosos mds comunes, que tracn como consccuencia
una ausencia de la enzima CYP2DG o una alteracién de su

CYP2D6 metaboliza diferentes farmacos y otros
xenobidticos, el gen que la codifica (CYP2D6) es
altamente polimoérfico, y el factor principal de la
variada actividad enzimatica que se ve reflejada en
diferentes fenotipos como metabolizadores rapidos
(MR) y metabolizadores lentos (ML). No existen
estudios previos de genotipificacién del CYP2D6 en
los menonitas mexicanos del estado de Durango.
Nuestro objetivo fue identificar las frecuencias de
los alelos CYP2D6*4, *6 y *10 en 21 individuos
menonitas que fueron genctipificados mediante
PCR (reaccién en cadena de Ia polimerasa) y
RFLP (fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica). Las frecuencias de los alelos *4 y *10
fueron de 0.21 y 0.05 respectivamente. El alelo *6
no fue identificado en ningan individuec estudiado.
Conclusiones: Las frecuencias de las variantes
alélicas *4 y *10 en menonitas fueron similares a
las reportadas en caucésicos. El patrén genotipico
identificado en este estudio predice un 4.8% de ML
en esta poblacién, similar a la frecuencia de ML
observada en caucésicos de Europa y Norteamérica
(5-10%).

Palabras clave: polimorfismo del CYP2DS,
variante alélica, menonitas mexicanos, grupos
étnicos.
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ABSTRACT

The isoenzima CYP2D6 metabolize different
drugs and other xenobiotics compounds. The
CYP2D6 gene locus is highly polymorphic, and
results in variable enzymatic activity reflected in
different phenotypes like ultrarapid metabolizer
(UM) and poor metabolizer (PM). Far less, there is
not information about CYP2D86 genotypification in
the Menonitas population from the Durango State.
The aim of the present work was to identify the allele
frequencies of CYP2D6*4, *6 and *10 in 21 Mexican |
Menonitas by PCR and RFLP. The frequencies of
the CYP2D6%4 and CYP2D6*10 alleles were 0.21
and 0.05 respectively. The *6 was not identified in
any ofthe studied individual. The allelics frequencies
of the variants *4 and *10 in Mexicam Menanitas
were similar with the frequencies reported to
Caucasians. The detection of this genotype allows
predicting 4.7% of PM in this population, similar to

America Caucasians (5-10%).
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allele frequency; mexican menonitas, ethnic
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actividad enzimdtica son CYP2D63, *4, *5 *10 y *17. El
polimorfismo genético de esta enzima mocrosomal origina
distintos subgrupas de individuos en la poblacién: metabo-
lizadores ripido (MR), metabolizadores intermedios (MI)
y metabolizadores lentos (ML), que difieren en la capacidad
para llevar a cabo una cierta reaccién de oxidacién.

La frecuencia del fenotipo ML dificre de acuerdo al
grupo étnico. En poblacién caucdsica, del 5 al 109% de los
individuos son ML (5), en africanos, la frecuencia es del 0
al 19% (6), mientras que en asidticos no es mayor al 1%.
En un estudio que realizamos en mestizos del estado de
Durango, México, la frecuencia fue del 6.8% (7), cercana a
la obtenida en mestizos de la ciudad de México D.E (10%)
(8). Se han estudiado algunas tribus indigenas gendrica-
mente homogéneas como los Cuna y Ngawbe de Panamd,
asi como los Embera de Colombia, los cuales muestran
una frecuencia de ML de 0, 5.2 y 2.2% respectivamente
(9-11),v recientemente nuestro grupo realizd un estudio en
indigenas Tepehuanos del estado de Durango en quienes no
se identificé dicho fenotipa (7).

MEeNONITAS
Los menonitas mexicanos son descendientes de Holandeses
que se establecicron en el Municipio de Nuevo Ideal, Du-
rango, desde el afio de 1924. Se encuentran en un drea de
24,000 hectdreas donde estdn instaladas 32 colonias, con
una poblacién aproximada de 15,000 habitantes. Todas las
comunidades asumieron un aislamiento cultural y genético,
que se remite a los siglos XVIIT y XIX (12).

La gran diversidad de grupos étnicos, su imporrancia
y presencia en ¢l Estado de Durango hacen atractiva la
investigacién v el estudio de una de las étnias con mayor
presencia en el estado. Tal es ¢l caso de la etnia Menonira,
la cual presenta un fondo genético diferente al resto de la
poblacién (13), por lo que determinar el polimorfismo
genérico de CYP2DG6 es un factor importante para detecrar
posibles diferencias interindividuales e interéenicas en la
capacidad para mewmbolizar medicamentos v otros xenobié-
ticos. Al mismo tiempo es posible identificar individuos y
poblaciones que pudieran presentar mayor riesgo a efectos

toxicos por exposicién a xenobidticos, asi como desarrollar
clereas patologfas.

Se estudié un grupo dc 21 voluntarios menonitas de origen
caucdsico {11 mujeres de 23 2 69 afios y 10 hombres de 2
80 anaos), no relacionados, habitantes del munici piode Nu@
vo Ideal en el Estado de Durango, México. Una vez que se les
informé el objetivo del estudio, cada individuo que acepto
participar en el estudio, firmé la carta de consentimiento
informado por escrito en su propio lenguaje.

Este trabajo fue aprobado por un Comité de Frica e
investigacién reconocido por la Secretaria de Salud.

L T S R
siamtento de ADN

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante ¢l uso de
tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante. El ADN
gendmico se aislé a partir de SmL de sangre total mediante
el método de extraccién de perclorato de sodio/cloroformo

(14). Las muestras de sangre se mezclaron con 35mL de
solucién amortiguadora de lisis (sacarosa 320mM, MgCl2
SmM, Tritén X-100 al 1% (v/v) y Tris-HCl 10mM, pH 8).
Se obtuvo un precipitado mediante centrifupacién a 2000 x
g duranee 10 min, el cual se resuspendié en 2mL de solucién
amortiguadora B (NaCl a 150mM, EDTA 60mM, SDS al
19% (wiv) y 400mM de Tris-HCI, pH 8). La suspensién se
mezclé con 0.5mL de perclorato de sodio SM y se incubé a
65°C durante 30min. Después de la incubacidn, se le adi-
cionaron 2mL de cloroformo y la mezcla fue centrifugada
a 1400 x g durante 10min. La fase acuosa con el ADN, se
precipité con 2 volimenes de etanol al 100%, se invircié
el tubo lentamente varias veces hasta observar una madeja
transparente, la cual se caprurd con un asa estéril en un tubo
de 0.5mL, finalmente se lavé con 0.5mL de etanol al 709 v
se centrifugd a 1400 x g, EI ADN se secé en un concentrador
(SAVANT) v se resuspendié en 200mL de una solucién
de Tris-HCl 10mM y EDTA 1mM, pH 7.4, sc cuantificé

mediante espectrofotomerria a una de 260 nm.

Procedimiento de Genofipificacién

Para la determinacion de las variantes alélicas del CYP2D6
(CYP2D6*4, CYP2DG*6 y CYP2D6*19), se amplificd por
PCR un fragmento de ADN genémico de 2900pb que
contiene los exones 1 al 5 del CYP2DG6, con los iniciadores
S'CCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA3” (forward) y
5'GGCTGGGTCCCAGGTCATACS” (reverse). La reac-
cién de amplificacién de PCR (50 L) contenia 0.2 mM des-
oxiribonucleosidos trifosfatos (AN'TPs), 1.5 mM de MgSO4,
0.5 mM de cada iniciador, ~50ng de ADN genémico y
2.5U Taq ADN polimerasa (High Fidelity Platinum). Las
condiciones del amplificacién fueron las siguientes: un paso
inicial de desnaturalizacién a 940C por 1 min, 35 ciclos de
940C por 30s, 62.40C por 30 sy 680C por 3 min, seguidos
por 1 min a 680C para la extensién final.

Deteccidn de los alelos CYP2D6*4 y C &
Para detectar la mutacién G1934 del ak:lo *4 y 1"17‘)5 del
alelo *6, se realizé una PCR anidada utilizando como tem-
plado el amplicén de 2900pb y los iniciadores siguientes 57
CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACCAAG 37 (forward)
v 5" GAGACTCCTCGGTCTCTCG 3” (reverse) con los
que s amplificé un fragmento de 353 pb. La reaccién de
amplificacidén se realizé como se describié previamente.
Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: un
paso inicial de desnaturalizacién a 950C por 5 min, 35
ciclos a 940C por 30 s, 560C por 10 s y 720C por 10
min, seguidos por 5 min a 700C para la extensién final.
Los productos de PCR amplificados se cortaron cen la
enzima de restriccion BstNT al incubar la reaccién a 60aC
durante dos horas. Fl alelo silvestre *1 genera dos bandas de
190 y 163pb, mientras que el alelo mutado *4 permanece
integro (353ph) (15).El alelo murado *G se corta en tres
bandas de 190, 139 y 23pb (15).Los resultados del RELP
se observaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 3% conteniendo bromuro de etidio. Las bandas fueron
visualizadas en un transiluminador UV (BIOQ RAD 2000),
v capradas en un sistema de digitalizacién de imagenes (Digi

Doc BIO RAD).
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Se utilizé el fragmento de 2900pb como templado para rea-
lizar una reaccién de PCR anidada, ¢ identificar la mutacién
C188T presentes en el alelo *10, con el uso de los iniciadores
5" TCAACACAGCAGGTTCA3 (forward) y 3" CTGTGG-
TTTCACCCACC3’ (reverse) con los que se amplificd un
fragmento de 433 pb. Las condiciones de la reaccién fucron
las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacién a 950C
por 7 min, 35 ciclos a 940C por 30 s, 670C por 15 sy
720C por 20 min, seguidos por 700C por 8 min para la
extensién final. Los productos de PCR se digirieron con la
enzima de restriccién Hphl al incubarlos a 370C durante
dos haras. El alelo silvestre *1 genera dos bandas de 360
y 71pb, mientras que ¢l alelo mutado 10 se corta en tres
bandas de 262, 100 y 71pb (15). Su visualizacién se realizé
como se describié anteriormente.

"6 y *10, en 21 sujetos menonitas. Despuds del genotipo
*1/*1(0.57), el mds frecuente fuc el *1/%4 (0.33), el genotipo
“4/*4 solo se identificé en una personaal igual que el *10/*10
(0.05) {Cuadro 1), Entre las variantes alélicas escudiadas la
mds comiin fue la *4 (0.21) (Cuadro 1), este alelo inacrivo
aparece con una frecuencia del 20 al 25% en Caucdsicos. El

alelo *6 no se identificé en ningdn individuo estudiado. La
frecuendia de la variante alélica *10 (0.05) en esta poblacion
fue similar a la descrica en poblacién Rusa (0.042) (16) y
mds alta que la descrita en Alemanes (0.015) (15).

Disct

LN

Este estudio ¢s la primera investigacién enfocada a determi-
nar el genotipo del CYP2DG en menonitas mexicanos de
origen caucdsico del Estado de Durango. El genoripo *1/71
predoming en la poblacién estudiada (0.57), ¢l alelo *1 se
ha identificado como el alelo silvestre del CYP2D6G el cual
se podria considerar como el ancestral que nos ha propor-
cionado ventajas evolutivas. La frecuencia del alelo inactivo
*4 en esta poblacién fue de 0.21, similar a la observada en
polacos (0.23) (17), rusos (0.18) (16) y alemanes (15). Este
alelo inactivo s el responsable del 70 al 90% de los ML en

Cuapro .
N 21
= :
Alelo | SiUsi | sime | myme | FTrecuencia
alélica
4 | 1362) | 7(333) | 1(48) 0.21
6 | 21 (100) 0 0 0
*0 |20@52) | o 1(4.8) 0.05

+ Frecuencia del alelo variante= (alelos monacigaros mutados x 2 + alelas
heterocigotos)/ sujetos rotales x 2
Sil= silvestre, Mt= mutado, (%)

esta poblacién, Sin embargo, en orientales, la frecuencia
de dicho alelo es de solo 0.01 o menos (18-20), miencras
que en africanos y afro-americanos la frecuencia es de 0.07
(21-22). El alelo *6 no fue identificado en ningdn individuo
estudiado y se ha descrito una frecuencia menor al 0.015
en Caucdsicos (15,16,23). Fl alelo *10, solo se ha descrito
en turcos, Tusos y alemanes con frecuencias de 0.06, 0.042
v 0.01 respectivamente y es responsable del 10-20% de los
individuos MI en estas poblaciones (15,16,24,25), mientras
que en orientales su frecuencia excede el 509% (26,27).

Como puede observarse en el cuadro 11, solo un indi-
viduo presenté cl genotipo *4/*4, el cual corresponde a un
fenotipo ML y a una frecuencia del 4.8% de la poblacion
estudiada, que es cercana a la frecuencia de ML observada en
los caucdsicos de Europa y Norteamérica (5-10%) (5).

Esta informacién genética promete optimizar el rrata-
miento farmacoldgico al disminuir potencialmente ¢l nd-
mero de eventos adversos y mejorar la respuesta terapéutica
a través de una dosis individualizada que tome en cuenta el
genotipo del CYP2DG de cada paciente, con el cual algunos
individuos se comportan como ML, MI o MR. Fl uso de
la genotipificacién para determinar el estado metabélico de
la enzima CYP2DG, asi como el estada merabélico de otras
importantes enzimas polimdrficas merabolizadoras de fir-
macos, serd una parte integral del cuidado de cada paciente
v de su manejo terapéurico.

CoNcLusion

Nuestros resultados muestran que la poblacién menonita
posee una frecuencia de los alelos CYP2D6*4 y CYP2D6*10
similar a la descrita en estudios previos en poblaciones de

origen Caucisico.
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