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Resumen.

Los polimorfismos genéticos para la isoenzima CYP1A2 (alelos CYP2A1*1C, CYP2A1*1F vy
CYP2A1*1D) tienen demostrada implicancia clinica sobre la farmacocinética de algunos farmacos,
incluidos algunos de uso habitual en psiquiatria. Por esto, cobra importancia la identificacién de
dichos polimorfismos en pacientes, especialmente aquellos con diagndstico de esquizofrenia
refractaria. Para lograr este objetivo se contd con la contribucidon de 88 pacientes diagnosticados
con esquizofrenia refractaria atendidos en el Hospital del Salvador de Valparaiso que fueron
genotipificados en el gen CYP1A2 para los polimorfismos -3860G>A (alelo CYP1A2*1C), -2464>delT
(CYP1A2*1D) y -163C>A (CYP1A2*1F), mediante ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa
acoplado a analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién. Las frecuencias
alélicas y de genotipos estuvieron en equilibrio (p=0,05), manifestando frecuencias similares a las
encontradas en poblaciones nigeriana y mexicana para *1C (A=0,630), japonesa y peruana para *1D
(delT=0,369); y caucasicas para *1F (A=0,716). Ademas, se validaron las técnicas para diagndstico
de CYP1A2 variante *1Cy *1F. La determinacién del polimorfismo *1D se logré estandarizar, pero
requiere de métodos de secuenciacion mas especificos para su validacion.

Asi mismo se logré establecer las posibles frecuencias fenotipicas correspondientes, con una
presencia de 0,374 de metabolizadores ultrarrapidos ante sustancias inductoras del CYP1A2. En
conclusién, el uso de los polimorfismos analizados constituye una herramienta de utilidad clinica
para clasificar a los pacientes y establecer a priori el riesgo de presentar una respuesta variable, que

se traduce en un tratamiento inefectivo a bajas dosis para estos pacientes.



Abstract.
CYP1A2*1C, CYP1A2*1D and CYP1A2*1F genetic polymorphisms in schizophrenic patients attended

in Hospital del Salvador at Valparaiso.

Genetics polymorphisms for isoenzyme CYP1A2 (alleles CYP2A1*1C, CYP2A1*1F y CYP2A1*1D) have
demonstrated a clinical relevance over the pharmacokinetics of some drugs, included usual drugs
used in psychiatry. Thus, the identification of such polymorphisms in patients is meaningful,
particularly those with diagnosis of refractory schizophrenia. In order to accomplish this, 88 patients
from Hospital del Salvador from Valparaiso diagnosed with refractory schizophrenia were available
and were genotyped for the gene CYP1A2 in search for the polymorphisms -3860G>A (allele
CYP1A2*1C), -2464>delT (CYP1A2*1D) and -163C>A (CYP1A2*1F), using the method of polymerase
chain reaction coupled to restriction fragment length polymorphism analysis. Allelic and genotype
frequencies were in equilibrium (p=0.05), showing similar frequencies to those found in nigerian
and mexican for *1C (A=0.630), japanese and peruvian for *1D (delT=0.369); and caucasics
populations for *1F (A=0.716). In addition, the techniques were validated for diagnosis of the
variants *1C y *1F of CYP1A2 gene. The *1D polymorphism determination was standardized, but
the application of more specific methods are required for validation.

Also, the possible frequencies of the corresponding phenotypes were determined, with a presence
of 0,374 of the individuals classified as ultra-rapid metabolizers when exposed to inducing
substances. In conclusion, the use of the analyzed polymorphisms is a valuable tool of clinical
usefulness for the classification of patients and for establishing a priori the risk of showing a variable

response to drugs, that could finally translate in its lack of efficacy of the at low dose.
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1. INTRODUCCION

Desde el inicio de la farmacoterapia, ésta siempre ha tenido por objetivo la mejora o supresidon de un proceso
fisiopatoldgico no deseado en un individuo especifico. Para ello, se basa en conceptos farmacoldgicos y una
fuerte base cientifica manejada principalmente desde los aspectos empiricos de los farmacos a utilizar. Con
el avanzar de la sociedad vy la ciencia, ha sido posible multidisciplinar esta ciencia y asociarla a un sistema
racional que permite definir Iégicamente aspectos farmacocinéticos, farmacodinamicos, farmacologia
terapéutica y clinica, toxicologia, considerando aspectos tanto de los medicamentos como de las
enfermedades y los pacientes como un sistema de alta complejidad. De esta manera se ha logrado analizar
las acciones y efectos en cada nivel bioldgico producto de la administracion de una droga, generando un
sistema complejo de respuesta asociado a dicho estimulo capaz de integrar horizontal y verticalmente los
distintos niveles bioldgicos (Figura 1.1.). Es en este punto que con el descubrimiento, estudio y comprension
del acido desoxirribonucléico (ADN) humano y procesos asociados, nace como nueva disciplina la
farmacogenética y farmacogendmica, permitiendo completar los vacios cientificos y generar una perspectiva
mas completa y precisa de la farmacologia y su aplicacidn clinica. Por otra parte se considera que la respuesta
farmacoldgica es el resultado de la accion de diversos factores externos (psicolégicos, sociales y ambientales)
e internos asociados al paciente (genéticos y demograficos), que al integrarse determinan una farmacocinética
y farmacodinamia especifica que establece la interaccion completa entre farmaco-enfermedad-paciente. De
estos factores, el genético es el Unico aspecto inmutable durante todo el transcurso de la vida del paciente,
teniendo estrecha relacidn en los aspectos tales como metabolismo enzimatico de drogas, transportadores
de membrana, dianas proteicas de drogas, entre otras. (Ingelman-Sundberg, Sim, Gomez, & Rodriguez-

Antona, 2007)

1.1. Farmacocinética clinica y variabilidad de respuesta a farmacos.

Para el desempefio practico de la disciplina y sobre la base aspectos de la poblacidon por sobre de los
individuales, es que la farmacoterapia adopta la dosificacién estdandar de los medicamentos como concepto
fundamental. Si bien esta prdctica no se ajusta a necesidades individuales ni considera aspectos que aseguren
el éxito terapéutico para una etnia o poblacion particular, permite el mejor y mas eficiente desarrollo costo-
beneficio para la produccién masiva de medicamentos, y de igual manera facilita el ejercicio de la practica
clinica, existiendo por concepto basico una idea reduccionista de la integracion droga, enfermedad y paciente.
El costo actual del desarrollo, ensayo clinico y aprobacidon de una sola molécula rodea el billon de délares
(Turner, Park, & Pirmohamed, 2015). Sin embargo, los resultados clinicos obtenidos por una terapia definida

en dosis fija fallan y no siempre se correlacionan con una mejoria en la salud de los pacientes. En algunos de



los casos es posible apreciar una disminucidon o ausencia de respuesta terapéutica, asi como también
reacciones adversas asociadas a comportamientos dosis dependientes o eventualmente manifestar toxicidad,
estimandose que solo el 50-75% de los procesos patoldgicos son exitosamente tratados con tratamientos de
primera linea (Turner et al., 2015). Se genera de esta manera un aumento en los costos y estadias de
hospitalizacién, pérdida de ingresos y produccion familiar, generando discapacidad y costos de salud

importantes para el pais (Sanchez et al , 2014).

Es posible identificar distintas variables implicadas en la obtencién de una respuesta farmacolégica deseada.
Para ello es esencial evaluar aspectos farmacocinéticos (absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién de
las drogas, en conjunto conocido por disposicion de drogas) presentes en un individuo en particular, tomando
en consideracion factores genéticos, ambientales, fisioldgicos, iatrogénicos (interacciones entre farmacos) y
patoldgicos. Dentro de la farmacocinética, destaca la farmacocinética clinica, la cual tiene por objetivo
alcanzar y mantener concentraciones plasmaticas para generar una respuesta terapéutica sin manifestar
toxicidad al tratamiento (Armijo, 2014). En esta area se definen distintas causas vinculadas a la variabilidad
de respuesta a un farmaco, entre ellas existen las que son dependientes del individuo (adherencia, edad,
genética, fisiopatologia, sexo, nutricidn, entre otros) y las dependientes del farmaco (formulacion, via de
administracién, interacciones, farmacocinética y farmacodinamia) (Calvo, Garcia, Martinez, & Fernandez,
2002). Dentro de estas, los procesos asociados a proteinas como metabolismo y transporte, destacan como
uno de los factores independientes con menor grado de manejo clinico y que al mismo tiempo esta
estrechamente relacionado con factores genéticos, ambientales y caracteristicas como edad, género vy
patologias asociadas (de Leon, 2009). Estos factores estan afectando directamente sobre las diferencias
interindividuales de respuesta a farmacos, especialmente sobre pardmetros farmacocinéticos de las drogas,
tales como tiempo de vida media (t1/2), concentracion maxima (Cmax), tiempo maximo (tmax), tiempo de eficacia

terapéutica, concentracion plasmatica, entre otros (de Leon, 2009; Mitchell, 2001).

En sus inicios, Sir Archibald Garrod (1858-1936) generd el concepto de “individualidad quimica” como aquella
que buscaba explicar la presencia de un componente familiar en la respuesta adversa de medicamentos, al
vincular estas con una alteracién en las vias metabdlicas de biotransformacion de farmacos (Roden & George,
2002). Acufiandolo por primera vez en su libro “Errores congénitos del metabolismo” (“The Inborn Errors of
Metabolism”, 1908) (Meyer, 2004). Este conocimiento fue reforzado en 1956, con la observacién y asociacion
de alta tasa de hemodlisis en pacientes con tratamiento de farmacos antimalaricos en individuos con deficiencia
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Beutler, Dern, & Alving, 1955), y asi, en diversos estudios durante el
resto de siglo. Con los afios ha sido posible asociar factores genéticos a aspectos de variabilidad de respuesta

a farmacos, forjando asi las ideas del fenotipo, y consiguientemente, luego del descubrimiento del ADN vy el



desarrollo de la biologia molecular y sus técnicas, que se abre camino para el inicio de la farmacogenética y
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Figura 1.1. Integracion de los niveles bioldgicos e implicancia en la Farmacologia Clinica. Genoma: constituye la totalidad
de la informacidn genética propia de un organismo. Epigenoma: conjunto de marcas epigenéticas (RNA no codificante,
metilacion de bases nitrogenadas, acetilacion de histonas, entre otros). Transcriptoma: coleccion de todas las lecturas
genéticas, o de todos los ARN presentes en una célula. Proteoma: conjunto dindmico y completo de proteinas expresadas
por un organismo o una célula. Metaboloma: totalidad de metabolitos, intermediarios metabdlicos, hormonas y
metabolitos secundarios propios de un organismo. Tejido/érgano: la agrupaciéon de una misma linea celular define a un
tejido, y la suma de distintas lineas celulares integradas e interrelacionadas definen a un 6rgano. Exposoma: factores
ambientales externos e internos que es capaz de alterar los procesos propios de un organismo. Respuesta fisioldgica
individual: respuesta bioldgica resultante de la interaccién de los niveles bioldgicos inferiores y constituye la suma de
distintos procesos. (NPG, 2014; Pinazo-Duran, 2012) Fuente: Adaptacién y disefio propio desde Blumenthal & Garrison,

2012; Mukherjee, Twyman, & Vilcinskas, 2015; Stelzl et al., 2005; Turner et al., 2015.



1.2. Farmacogenética y Farmacogendmica.

Los primeros esbozos de la farmacogenética buscaban identificar y explicar fendmenos que constaban de
particularidades poco comunes en individuos especificos y que, ademads, presentaban un factor familiar
importante. Es asi como mediante el andlisis de actividades enzimaticas, metabolitos de drogas y respuesta a
farmacos es que permite el desarrollo de esta nueva disciplina durante mediados del siglo XX (Meyer, 2004).
De esta manera, y mediante la integracion con la farmacogenética es que se logra comprender la razén de la
frecuencia y severidad de algunas reacciones adversas, vislumbrar la existencia de factores enzimaticos
genéticamente dependientes que determinan susceptibilidad para ciertas patologias, asi como también
favorecen episodios de toxicidad ante dosis consideradas como terapéuticas e inocuas para la mayoria de los

individuos.

Es para el afio 1959, que Friedrich Vogel emplea por primera vez el concepto “farmacogenética”, dandole el
reconocimiento de disciplina cientifica. De esta manera adquiere los margenes que la definen como ciencia
que estudia las variantes genéticas en una poblacion y su efecto en la farmacocinética de un farmaco en
particular. Pero con el avanzar de las décadas, y el progreso de la ciencia aplicada principalmente en biologia
molecular y bioquimica, fue necesario emplear un término mas global, siendo este el de farmacogendmica.
Este nuevo término asocia el uso de la informacién completa del genoma para predecir la disposicién y accion
de un farmaco (Roden & George, 2002). Siendo un concepto mas completo que considera aspectos de la
variabilidad genética de distintos factores, adicionales a los asociados al metabolismo de la droga, tales como
al transporte de entrada celular, mecanismos de eflujo celular, regulacién transcripcional de las enzimas
metabdlicas y de transporte, las dianas moleculares (enzimas, intermediarios, proteinas de transporte o
estructurales) y su propia regulacién transcripcional, y finalmente, considerando la variabilidad biolégica del

sitio donde se genera la interaccion droga-diana (Hoffmeyer et al., 2000; Roden & George, 2002).

Para considerar una variabilidad genética como polimorfismo genético, en vez de una simple mutacién, se
requiere que se exprese en al menos el 1% de una poblacion geograficamente definida, siendo una variacion
estable en un locus determinado. De estos, los polimorfismos de nucleétido simple (SNP, sigla en inglés Single
nucleotide polymorphism) corresponden al 90-95% de todos los sitios de variabilidad presentes en el genoma,
y solo corresponden a <1% de las 3,2 billones de pares de bases (pb) que comprenden el genoma haploide
(Meyer, 2004). Se estima que existen alrededor de 3-10 millones de SNP, ocurriendo aproximadamente cada
300-3000pb si se comparara el genoma de dos individuos sin parentesco (Meyer, 2004; Roden & George,
2002; Sachidanandam et al., 2001). Como ya se explicd con anterioridad, esto genera una variabilidad de

respuesta a farmacos asociada a una alteracion de las proteinas involucradas tanto en la farmacocinética



como farmacodinamia de estas moléculas, teniendo como final practico la individualizacion terapéutica de los
tratamientos farmacoldgicos, considerando seleccion y dosificacidn dptimas; y de igual manera determinar
pautas terapéuticas acorde a la prevalencia de ciertos SNP en una poblacién dada (Meyer, 2004). En la practica
clinica la utilidad de los SNP se vincula a frecuencias que sean >10% de la poblacidn o que, siendo SNP raros,
generen un fenotipo muy marcado, desencadenando respuestas clinicas extremas de toxicidad o ineficacia
(Roden & George, 2002). La farmacogenética se enfoca especialmente en los SNP como polimorfismos
genéticos primordiales, principalmente por lo comun de su presencia en la poblacion y por tener una técnica
de andlisis de menor complejidad que para el resto de polimorfismos (inserciones o deleciones de pequefia
magnitud, elementos polimorficos repetitivos, variaciones microsatelitales, entre otros) (Meyer, 2004). Todo
esto destaca al momento de utilizar en tratamientos farmacolégicos con estrecho margen terapéutico, de alta
liposolubilidad y extensa metabolizacion hepatica, que asi mismo se caracterizan por marcadas y graves

reacciones adversas, que incluso pueden ser letales.

Para la consideraciéon de la importancia de variantes genéticas involucradas en la variabilidad farmacoldgica
de una poblacién como la chilena, es que es necesario comprender primero las caracteristicas demograficas
de su genoma, definiendo rasgos hereditarios asociados a la ascendencia étnica de los individuos. Esto permite
dar margenes a un estudio farmacogenético, guidndole en la busqueda de los SNP con mayor presencia en la
poblacion. En el caso de Chile, el impacto génico de las distintas culturas predominantes en el pais esta
definido hasta el afio 2014 (Tabla 1.1.). Por lo que se entiende que las principales etnias que influencian el
genoma en la region de Valparaiso, Chile, corresponden a la americana y la europea principalmente, con un

minimo de genoma africano.

Tabla 1.1. indices de mezcla americana, europea y africana de la poblacién mixta de Chile.

Porcentaje promedio (%)

Polimorfismos SNP Pais Regiones
Chile (n=923) Coquimbo (n=16) Valparaiso (n=53) Metropolitana
(n=224)
americano 44,10+ 3,96 52,09 + 10,66 42,10+ 13,33 40,55 + 15,02
europeo 51,85+ 5,44 4493 £ 12,27 53,64 + 15,69 54,91 + 15,69
africano 3,81+0,45 2.98 +3.22 4,26 £ 5,62 4,53 +7,32

SNP: polimorfismo de nucledtido simple (sigla en inglés de single nucleotide polymorphism); americano: SNPs
de pueblos nativos de américa; europeo: SNPs de pueblos del sur de Europa, preferentemente espafioles;
africano: SNPs de Africa occidental subsahariana, preferentemente Yorubas.

Fuente: Adaptacion de Fuentes et al., 2014.



1.3. Influencia del metabolismo: Citocromo P450 y variantes.

El metabolismo de farmacos siempre ha sido un parametro esencial al evaluar la variabilidad de respuesta,
principalmente las enzimas del sistema del citocromo P450 (CYP450). Estas constituyen una familia enzimatica
con una de las mayores actividades cataliticas en biotransformacion por oxidacion sobre moléculas lipofilicas
xenobidticas, incluyendo dentro de estas a drogas utilizadas en la practica clinica. La actividad de estas
enzimas equivale al 80% de toda la actividad de metabolismo de fase | del organismo (Ingelman-Sundberg
et al., 2007). Estas enzimas se expresan a nivel del reticulo endoplasmatico liso en hepatocitos y en varios
tejidos extrahepaticos, siendo responsables del metabolismo de fase | de nutrientes, toxinas, drogas y
sustancias enddgenas, tales como esteroides, acidos biliares, acidos grasos, y prostaglandinas, entre otros
(Ingelman-Sundberg et al., 2007; Zanger & Schwab, 2013). Se encuentran codificadas en el genoma humano
por 57 genes distintos, los que se agrupan en 18 familias y 44 subfamilias de acuerdo a la similitud de sus
secuencias génicas (Zanger & Schwab, 2013). De todas éstas, sélo la porcion correspondiente a las familias de
CYP450 1, 2 y 3, son las encargadas del metabolismo de farmacos y xenobidticos. Si bien los distintos
citocromos comparten parte del espectro de sustratos que metabolizan, las diferencias estructurales
derivadas de la secuencia génica les otorgan afinidades distintas, e incluso amplian su especificidad a otras
moléculas; esto da origen a que ciertas moléculas sean de metabolizacién exclusiva por un tipo de CYP450.
Esta cualidad se traduce en una caracteristica que influye en la farmacologia clinica cuando dicho gen del
citocromo esté sujeto a un polimorfismo genético o mutacion que altere su actividad enzimatica y genere
variabilidad interindividual terapéutica (Spina & de Leon, 2015), asi como también en una herramienta de

utilidad para la determinacién fenotipica de los pacientes.

Entre las isoenzimas de CYP450 que destacan por su implicancia metabdlica sobre moléculas terapéuticas, se
encuentran: CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4 (Spina & de Leon, 2015). Todas estan
sujetas a factores que influyen en su expresion y grado de funcidn, este ultimo se ve directamente alterado
segun el polimorfismo genético presente, ya sea delecidn, transversion, insercion o duplicacidn de secuencias
en los genes codificantes para CYP450, asi como cualquier SNP. Todos estos dan origen a diferentes variantes
fenotipicas relacionadas al genotipo metabdlico identificado en el paciente. Se ha sefialado que incluso
algunos polimorfismos alteran la selectividad de sustrato o la inducibilidad de ciertas vias metabdlicas (Zanger

& Schwab, 2013).

La manera mas tangible de determinar la actividad de un citocromo es utilizando la selectividad de sustratos
existentes en estos, mediante pruebas in vivo, que permiten determinar fenotipos mediante el uso de una

molécula de sondaje. Para esto se utilizan sustancias cuyo metabolismo sea exclusivo por una de las isoformas



en estudio, y, a través de la relacién de niveles de sustrato/metabolito en orina o plasma, se clasifica a priori
la actividad metabdlica de dicha enzima (Hiemke & Shams, 2013). De este estudio es posible determinar una
clasificacion fenotipica de farmacocinética que responde a los factores genéticos del individuo. Estas
clasificaciones corresponden a metabolizadores lentos (ML) que se caracterizan por ser homocigotos o
heterocigotos para alelos con pérdida de funcion (alelos truncados) o por delecién génica de alguno de los
alelos; metabolizadores extensivos (ME) refiere al fenotipo “normal” o salvaje, con mayor incidencia en la
poblacidn; metabolizadores intermedios (Ml) definido para aquellos individuos que poseen tan solo un alelo
salvaje y uno funcionalmente deficiente, o ambos alelos con algun grado menor de deficiencia; y
metabolizadores ultrarrapidos (MU), que se originan por la ganancia de variantes genéticas, es decir por la
existencia de mas alelos codificantes para el mismo CYP450 o por polimorfismos que incrementen
significativamente la afinidad de la enzima por el sustrato (Figura 1.2.) (Ingelman-Sundberg et al., 2007; Zanger

& Schwab, 2013).

- J —EE—  Alelo salvaje
! | AT Alelo con actividad deficiente
- Alelo truncado o delecién

Frecuencia de individuos
W B
o o
1

Concentracion de sustrato (ng/mL)

Figura 1.2. Gréfico de frecuencia de fenotipos metabolizadores seglin concentracion plasmatica a tiempo de
Cmax. MU: metabolizadores ultrarrapidos; ME: metabolizadores extensivos (salvajes); MI: metabolizadores

intermedios; ML: metabolizadores lentos. Fuente: adaptacién Zanger & Schwab, 2013.



1.4. CYP1A2: caracterizacidn e implicancia clinica.
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Figura 1.3. Cromosoma 15, locus y representacidn genética para la estructura del gen CYP1A2. FR: region limite

(frame regidn); UTR: region no traducidas (untranslated trailer). Fuente: adaptacidn de Mrazek, 2010.

De todas las subfamilias de isoformas anteriormente descritas para CYP450, el CYP1A2 corresponde a una de
particular importancia dado el espectro de sustratos que es capaz de oxidar. Esta isoforma tiene un tamafio
de 7,8kb, se ubica en el cromosoma 15, locus 15924.1, se conforma de siete exones y seis intrones, y cataliza
del 4 al 16% de la carga enzimatica total correspondiente a los CYP450s (Mrazek, 2010; Spina & de Leon, 2015;
S.-F. Zhou, Yang, Zhou, Liu, & Chan, 2009) (Figura 1.3.). CYP1A2 metaboliza una amplia variedad de farmacos
que incluyen analgésicos y antipiréticos, antipsicéticos, antidepresivos, antiinflamatorios, de tratamiento
cardiovascular, tacrina, zolpidem, teofilina y cafeina, entre otros sustratos (Tabla 1.2.) (Zanger & Schwab,
2013). De todos estos, los que destacan por sus pautas posoldgicas, reacciones adversas e implicancia en su
eficacia clinica, son los farmacos antidepresivos y antipsicoticos, por sus caracteristicas farmacodinamicas,
actividad a nivel de neurotransmisores del sistema nervioso central y su uso habitual en psiquiatria (Zhou, Liu,
& Chowbay, 2009). De igual manera se ha establecido la implicancia de los receptores de hidrocarburos
aromaticos (AhR) y sus ligandos como inductores de la expresién del gen CYP1A2. Adicionalmente, se ha
descrito inducibilidad mediada por moléculas como omeprazol, fenobarbital, primaquina, e incluso por
influencia del habito tabdquico. Por otro lado, la inducibilidad de CYP1A2 se ve disminuida en estadios
patoldgicos con incremento de Proteina C reactiva y durante episodios de colestasia. Finalmente, también
existen inhibidores de la enzima, como la a-naftoflavona y fluvoxamina. Todas estas moléculas llevarian a
alterar la actividad enzimatica ante una prueba fenotipica, influenciando en el resultado y originando falsos

resultados que no concordarian con resultados de pruebas genotipicas (Zanger & Schwab, 2013).



Tabla 1.2. Sustratos e interacciones asociadas a la isoenzima CYP1A2.

Fuente: adaptacion de Martinez-Cue & Flérez, 2014; S. Zhou et al., 2009; S.-F. Zhou et al., 2009.

Isoenzima Sustratos segﬁn.por'c’entaje de 'Moléculas Moléculas inhibidoras
metabolizacion inductoras

CYP1A2 >30%: cafeina, clozapina, olanzapina, Fenitoina, Cimetidina, ciprofloxacino,
teofilina, tacrina, aminopirina, fenobarbital, claritromicina, enoxacino,
zolmitriptan, melatonina, propanolol, hidrocarburos eritromicina, fluvoxamina,
duloxetina, verapamilo, ripovacaina, aromaticos isoniazida, ketoconazol,
estragol, hidrocarburos aromaticos policiclicos, tabaco, omeprazol, paroxetina,
policiclicos, micotoxinas, bilirrubina, omeprazol, quinolonas.
estradiol, acido araquidonico, etc. rifampicina.

10-30%: acetominofeno, flutamida,
lidocaina, paraxantina, propafenona,
terbinafina, bortezomib, trazodona, R-
warfarina, R-acenocumarol,
imipramina, etc.
<10%: fluvoxamina, zolpidem,
ciclobenzaprina, naproxeno, cumarin,
ondasetrdn, haloperidol, guanabenz,
rofecoxib, efavirenz, carvedilol,
amitriptilina, nortriptilina,
clomipramina, carbamazepina,
albendazol, amiodarona,
difenilhidramina, etc.

Hasta el momento se han descrito 177 SNP para el gen CYP1A2, otorgandole asi 21 variantes alélicas para el

gen, determinados mediante clasificacién numérica desde el *1 al *21. Entre estas, la variante CYP1A2*1,
posee una subclasificacién a la que se le asignan 21 letras, de la “A” a la “H”, siguiendo en la “J” hasta la “N”,
y finalmente desde la “P” a la “W” (Sim, 2010; Spina & de Leon, 2015), cada uno con una serie de SNP propios.
De todos éstos se reconoce al polimorfismo CYP1A2*1A como la variante salvaje para el gen, y es el utilizado
como pardmetro de comparacién de actividad enzimatica de CYP1A2 en estudios clinicos (Zanger & Schwab,
2013). De todos estos polimorfismos, las variantes *1G, *1H, *1L, *1M, *1N, *1P, *1Q, *1R, *1S, *1T, *1U,
*1Vy *1W, se presentan en muy bajas frecuencias para el gen CYP1A2 y no alteran la actividad o expresion
de la enzima (Zhou et al., 2009). Ademas, sélo se reconocen ocho variantes que disminuyen la actividad y
expresion de CYP1A2, correspondiente a *1K, *3, *4, *5, *8, *11, *15 y *16. Dos variantes que aumentan la
expresion del gen por inducibilidad, *1D y *1F. Y aun, no queda del todo claro la actividad atribuible a la
variante *1C, ya que en individuos descendientes de japoneses genera disminucion de la expresion de CYP1A2
(Nakajima et al., 1999), mientras que aumenta la expresidén en aquellos con ascendencia europea (Mrazek,
2010). Adicionalmente existen dos variantes que no alteran la expresidn ni actividad del gen (*1A y *1B), de

los que el CYP1A2*1A adicionalmente se le atribuyen caracteristicas de disminuir la inducibilidad de la enzima



y al mismo tiempo es reconocido como la variante salvaje; y finalmente hasta el momento solo se han
detectado dos variantes asociadas a la pérdida de funcién o que adoptan la denominacion de genes truncados

(*6'y *7) (Mrazek, 2010; Spina & de Leon, 2015; Zanger & Schwab, 2013; S.-F. Zhou et al., 2009).

De todos polimorfismos descritos anteriormente, destacan por su alta frecuencia e impacto clinico el -
3860G>A (CYP1A2*1C, rs2069514),el -163C>A (CYP1A2*1F, rs762551) y el -2464T>delT (CYP1A2*1D,
rs35694136), cuyos efectos sobre la actividad e inducibilidad del CYP1A2 se sefialan en la Tabla 1.3. También
es importante recalcar el escenario gendmico presente en Chile, especialmente para la regién de Valparaiso,
el que vincula una carga génica del 53,6% procedente de Europa, un 42,1% de Ameérica y un 4,3% de Africa
(Fuentes et al., 2014). Esto, de manera preliminar, permite otorgar una referencia asociada a las frecuencias
esperables hallar para los genes de CYP450 en la poblacion de estudio. En la Tabla 1.4. se sefialan las
frecuencias de los polimorfismos de mayor interés clinico segin herencia de distintas poblaciones

posiblemente presentes en el genoma chileno.

Tabla 1.3. Numero de referencia para polimorfismos del gen CYP1A2, genotipos y fenotipo respectivo.

Ndmero fie Polimorfismo . Inducibilidad/
Nombre del alelo referencia Genotipo L
(SNP) Actividad
SNPs (rs)
*1A (salvaje) n/a n/a salvaje Normal
*1C rs 2069514 -3860G 2> A G/G Normal
A/G Normal
A/A Disminuida/Aumentada
*1D rs 35694136 -2464 T - delT T/T Normal
delT/T Normal
delT/delT Aumentada
*1F rs 762551 -163 C>A c/C Disminuida
C/A Sin efecto
A/A Aumentada*

1Bageman, Ingvar, Rose, & Jernstrém, 2008; Kootstra-Ros, Smallegoor, & Van Der Weide, 2005; Pavanello
et al., 2010; Sachse et al., 2003; Siok et al., 2010; S.-F. Zhou et al., 2009.

*Establecido como metabolizador ultrarrapido (MU), se ha descrito resistencia a farmacoterapia con clozapina
en pacientes esquizofrénicos y fumadores (Eap, Bender, & Jaquenoud Sirot, 2004; Ozdemir, Kalow, & Okey,

2001). Fuente: disefio propio.

Tabla 1.4. Frecuencias alélicas seguin distintas poblaciones de Europa, América, Africa y Asia.

Frecuencia alélica (%)
Poblacion -3860 G>A -2464 T>delT -163 C>A
Caucasicos G A T delT C A




Britanicos (n=182) 98,90 1,10 93,41 6,59 26,92 73,08

Espafioles (n=214) 99,07 0,93 95,79 4,21 35,98 64,02

Italianos  (n=214) 97,66 2,34 89,72 10,28 37,85 62,15
Americanos

Peruanos (n=170) 31,76 68,24 53,91 46,09 13,53 86,47

Mexicanos (n=128) 61,72 38,28 25,29 74,71 26,56 73,44
Africanos

Nigeria (n=216) 67,59 32,41 48,15 51,85 45,83 54,17
Asiaticos

Japoneses (n=208) 76,92 23,08 60,58 41,67 39,90 60,10

Fuente: fuente de datos del genoma humano (NCBI & NHGRI, 2010).

Al momento de integrar dichos polimorfismos con las clasificaciones fenotipicas descritas previamente (MU,
ME, Ml y ML), es que es posible sefialar una falencia de la fenotipificacién como tal, dado principalmente por
las caracteristicas de sus polimorfismos de incrementar, disminuir o manifestar resistencia a la inducibilidad
de la transcripcidn y sintesis de la enzima, lo que da por resultado que, en el caso del gen CYP1A2, la
fenotipificacidn no sea precisa al momento de declarar un perfil metabdlico del paciente. Es en este punto
que la genética apoya a la fenotipificacion, permitiendo establecer a los pacientes MU definidos por genotipos
del tipo *1D/*1D y 1*F/1*F, en los que la prediccién como MU solo es vélida en el contexto de presencia de
un inductor, de otro modo actuarian como ME (Eap et al., 2004; Kootstra-Ros et al., 2005; Ozdemir et al.,
2001). Por otro lado, los ME propiamente tales estan conformados por los individuos del genotipo *1A/*1F,
*1A/*1D, *1A/*1C y el *1A/*1A, este Ultimo reconocido como salvaje y al que se le atribuye una resistencia
a ser inducido por moléculas que por otro lado generan un incremento significativo de los genotipos *1D y
*1F (Mrazek, 2010); los MI a aquellos pacientes con solo uno de sus alelos completamente funcional (*1A,
*1C, *1D o *1F), mientras que el otro corresponde a un alelo con pérdida de funcién o deficiencia de la misma;
y finalmente los ML como aquellos en que ambos alelos para el gen CYP1A2 corresponden a uno de los diez
alelos asociados a la pérdida o reduccion de actividad enzimdtica ya enunciados. Adicionalmente, al momento
de establecer una importante descendencia europea en la gendmica de la poblacidn chilena, es posible afiadir
el genotipo *1C/*1C como parte de los MU, lo cual incrementa las posibilidades como tal de que un individuo
presente dicho fenotipo (Mrazek, 2010). Cabe sefalar que no existen estudios que asocien la presencia
integrada de haplotipos del tipo *1D/*1F, *1C/*1F y *1D/*1C con incrementos significativos del metabolismo
por CYP1A2, la Unica concordancia existente sefiala que la presencia heterocigota aislada de dichos
polimorfismos esta asociado a un fenotipo de metabolizador extensivo. Es en base a esto que los genotipos
heterocigotos para las variantes CYP1A2*1C, *1D y *1F son analizados como posibles ME. Todo lo sefialado

anteriormente se visualiza en resumen en la Tabla 1.5.



Tabla 1.5. Haplotipos segun polimorfismos en estudio y fenotipo metabdlico asociado.

Haplotipos para CYP1A2 *1A *1C *1D *1F

*1A ME. ME ME ME
(salvaje)

*1C - MU ME ME

*1ID - - MU ME

*1F - - - MU

MU: metabolizadores ultrarrapidos; ME: metabolizadores extensivos
Fuente: disefo propio.



1.5. Trastorno Esquizofrénico: epidemiologia, cuadro clinico y farmacoterapia.

La esquizofrenia se define como un complejo desorden psicdtico de temple crdnico y que es el resultado de
procesos fisiopatoldgicos del neurodesarrollo y/o neurodegeneracion de un individuo, que se manifiestan
como desdrdenes de la percepcion, pensamientos y emociones. Todo esto conlleva a la alteracion de las
funciones esenciales de un individuo para establecer sus vivencias, singularidad y dominio sobre si mismo,
alterando de esta manera aspectos intrinsecos de su personalidad asi como su capacidad de sociabilizar con
su entorno y su interaccién con su ambiente, haciéndolo un trastorno invalidante para muchos pacientes
(Ministerio de Salud, 2009; Miyamoto et al, 2012; Patel et al 2014). Asi mismo, es posible determinar factores
de riesgo asociados a un aumento para padecer este trastorno, que incluyen susceptibilidad genética
(antecedentes familiares), influencias ambientales (traumas en la infancia, minoria étnica, urbanidad y
aislamiento social) y factores psicosociales (estrés por discriminacién, adversidad econémica) (Crismon, Argo,

& Buckley, 2014; Ministerio de Salud, 2009).

A nivel mundial, la tasa de incidencia de esquizofrenia alcanza en promedio los 15,2 casos por cada cien mil
habitantes al afio (Bobes & Gonzélez, 2000), siendo uno de los problemas de salud de alto costo, dado
principalmente por su inicio temprano como el alto porcentaje de personas que mantendrian alguna de los
sintomas en lo largo de su vida (Ministerio de Salud, 2009). Asi mismo, se estima que el riesgo a desarrollar el
trastorno esquizofrénico alguna vez en la vida es del 2,0%, existiendo una fuerte asociacion entre migracion,
cercania alas urbes y género masculino con un mayor riesgo a desarrollar esquizofrenia (McGrath et al., 2004).
En Chile, la tasa de prevalencia alcanza las 1,4 a 4,6 personas por cada mil habitantes, siendo la tasa de
incidencia de 12 casos nuevos por cada cien mil habitantes por afio (Ministerio de Salud, 2009).
Adicionalmente, en Chile existe una prevalencia de vida del 1,0% y de 6 meses de 0,3% (Vicente et al, 2002),
siendo la esquizofrenia, junto a otras psicosis, responsable de una reduccién del 1,87% del total de afios de

vida por muerte prematura y discapacidad en Chile (Ministerio de Salud, 2009).

Aln no estd clara la etiologia exacta de este trastorno, mas existe una importante asociaciéon con un
desbalance en la neurotransmisién de dopamina, serotonina y glutamato, a los que se asocian fuertemente
los sintomas de la esquizofrenia. Adicionalmente existen otras teorias que implican a aspartato, glicina y acido
gamma-aminobutirico (GABA) como neurotransmisores regulatorios claves que generan indirectamente los
sintomas de la esquizofrenia (Lavretsky, 2008). Sobre la base de esta complejidad de neurotransmisores
involucrados es que se halla la fuente de los distintos cuadros sintomatoldgicos que presenta este desorden
y que son clasificados como sintomas positivos, negativos y cognitivos (Tabla 1.6). Cada desorden se expresa

con un patrén Unico de sintomas en un dnico individuo ( Kim, Maneen, & Stahl, 2009; Lieberman, 1999). De



estos, el sintoma negativo puede ser primario a un desorden esquizofrénico o secundario a una psicosis
concomitante, iatrogénico o factor ambiental (Patel et al., 2014). El principal neurotransmisor vinculado a
este trastorno se asocia a dopamina y se ha establecido una actividad anormal de los receptores de dopamina,
principalmente al receptor D2, y hasta la fecha se ha podido asociar a este receptor presente en cuatro vias
encefalicas (nigrostriatal, mesolimbica, mesocortical y tuberoinfundibular) y su alteracidén correlaciona
clinicamente con los sintomas positivos en pacientes con diagndstico de esquizofrenia (Schwartz & Javitch,
2013). Por otro lado, la implicancia de serotonina en los sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia
esta dada por estudios clinicos, donde se asocia el acido lisérgico dietilamida (LSD), agonista serotoninérgico,
con la aparicion de sintomas esquizofrénicos y se sustenta adicionalmente en la mejora clinica que presentan
los pacientes al ser tratados con bloqueadores de receptores de serotonina. Del mismo modo sucedié con la
implicancia del glutamato, donde la fenilciclidina y ketamina, ambos antagonistas de NMDA/glutamato

inducen la aparicion de sintomas similares a la esquizofrenias (Patel et al., 2014).

Tabla 1.6. Sintomas del trastorno esquizofrénico.

Sintomas de la esquizofrenia

Sintomatologia expresiva: pensamientos delirantes, alucinaciones, trastornos del

Positivos . . . .
pensamiento, del lenguaje y conducta en varios grados de severidad.
. Sintomatologia de deterioro: pobreza de expresion linglistica, retraimiento,
Negativos . N . :
insociabilidad, embotamiento y anhedonia.
. Sintomatologia disfuncional: Alteraciones de la memoria, atencién, competencias y
Cognitivos

velocidad de procesamiento.
Fuente: Martinez-Cue & Fldrez, 2014; Patel et al., 2014.

En consecuencia a este escenario tan especifico para cada paciente, es que el abordaje terapéutico difiere en
cada uno de los casos diagnosticados (Martinez-Cue & Fldérez, 2014). Esto se debe a que un trastorno
esquizofrénico se conforma por distintos grados y clases de sintomas positivos, negativos y cognitivos, siendo
cada uno de estos originados posiblemente por una fisiopatologia distinta, y por ende se asocia a un
tratamiento diferente (Miyamoto et al., 2012). Hasta la fecha la terapia para este trastorno se basa en dos
pilares, el uso de farmacos neurolépticosy en terapia psicosocial. Los neurolépticos tienen por objetivo reducir
recaidas y hospitalizaciones, mejorar los sintomas de la esquizofrenia y facilitar una claridad de pensamiento
a los pacientes, para asi relacionarse mejor con su medio, permitiendo su inclusidn en programas psicosociales
que vienen a apoyar la adaptacion individual y familiar del paciente diagnosticado con esquizofrenia, asi como
las herramientas de como actuar y enfrentarse ante las exacerbaciones de los sintomas de la misma (Crismon

et al., 2014; Martinez-Cue & Florez, 2014; Patel et al., 2014).



La efectividad de los neurolépticos empleados para el tratamiento de la esquizofrenia se basa en su actividad
moduladora de receptores dopaminérgicos de diversos subtipos. Esto debido al desbalance dopaminérgico
en el cerebro que lleva a un exceso de actividad dopaminérgica de receptores D2 en la via mesolimbica y un
déficit en la via mesocortical (Martinez-Cue & Florez, 2014). De esta manera, los neurolépticos de primera
generacion (NPG) o convencionales (haloperidol, clorpromazina, tioridazina, pimozida, flupentixol, sulpiride,
periciazina, zuclopentixol, flufenazina y pipotiazina) presentan fuerte actividad antagonista de receptores Dy,
consiguiendo una actividad antipsicética con un 65-70% de los receptores bloqueados (Remington & Kapur,
1999). Aun asi su principal inconveniente esta dado porque solo basta bloquear sobre el 80% de los receptores
D2 para incrementar el riesgo de sufrir efectos extrapiramidales (EEP) (contracciones musculares severas e
involuntarias, rigidez y temblores). Por otro lado, los neurolépticos de segunda generacion (NSG) o atipicos
(risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona, amisulpiride, aripripazol y clozapina) exhiben menor riesgo
de generar EEP de dos maneras: primero, solo requieren un bloqueo de los receptores D: inferior al 60%, lo
qgue aumenta los margenes de seguridad; y segundo, presentan baja afinidad por el receptor D2, con
constantes de disociacidn altas, mayores que la de dopamina (Farde et al., 1992; Patel et al., 2014; Remington
& Kapur, 1999). Otra cualidad de los neurolépticos de segunda generacidén es su alta afinidad por los
receptores de serotonina 5-HT2a principalmente (algunos también por los receptores 5-HTzc, 5-HTe, 5-HT7 y 5-
HT1a) confiriéndoles antagonismo serotoninérgico. La combinacién de estos dos antagonismos permiten
mejorar los sintomas negativos y disfunciones cognitivas en los pacientes, ademas de controlar las recaidas

por sintomas positivos y hospitalizaciones (Patel et al., 2014).

El principio farmacoldgico del tratamiento con neurolépticos tanto de primera como de segunda
generacion, es la “titulacion” de este por un periodo de dos semanas, hasta alcanzar una dosis cercana al
limite inferior del rango terapéutico; si para la tercera semana no muestra sefiales de mejoria sintomatoldgica,
se procede a incrementar la dosis por titulacién hasta alcanzar concentraciones plasmaticas que correspondan
al limite superior de su margen terapéutico, en un lapso de cuatro a ocho semanas; en este punto, si el
paciente no manifiesta mejoria alguna, se procede a sustituir el medicamento, o en el caso de presentar
mejoria pero con manifestacion de reacciones adversas importantes (Tabla 1.7), se recomienda adicionar un
medicamento capaz de controlarlas, o cambiar el neuroléptico segin la gravedad de las reacciones. La
sustituciéon de cualquier neuroléptico debe ser con una remocién gradual del previamente prescrito,
acompainado de una adicién gradual del nuevo farmaco (Ministerio de Salud, 2009). Es necesario tener
presente que en el caso de los NPG, la tasa de respuesta favorable al tratamiento alcanza al 20% de los
pacientes (Crismon et al., 2014; Patel et al., 2014), mientras que el resto manifiesta una respuesta parcial, no
presenta mejoria alguna ante el tratamiento o desarrolla reacciones adversas inaceptables y de alto riesgo. Es

importante sefalar que los pacientes con trastorno esquizofrénico tienden a desarrollar un cuadro depresivo



en el 25% de los casos y que el 50% de los pacientes manifiesta en algin grado una tendencia suicida, logrando
el 5% de estos dicho cometido (Miyamoto et al., 2012). Del mismo modo del 30% al 50% de los pacientes que
poseen una prescripcidn para tratamiento antipsicdtico, es considerado refractario a tratamiento
principalmente por no ser capaz de remitir los sintomas negativos de la enfermedad (Ministerio de Salud,
2009; Miyamoto et al., 2012). En estos casos el Unico farmaco aprobado para su uso en esquizofrenia
refractaria es a la clozapina, un NSG con una tasa del 30% de éxito terapéutico en un periodo de 6 semanas,
mayor que la alcanzada al utilizar cualquier otro neuroléptico, lo que se beneficia ain mas con la reduccién
clinica de sintomas depresivos y la reduccién de la tendencia suicida en los pacientes en tratamiento
(Miyamoto et al., 2012). La elecciéon de monoterapia con clozapina debe ser rigurosamente monitorizada
durante los primeros 6 meses de prescripcién para evitar cualquier manifestacién de agranulocitosis en el
paciente; asi mismo es necesario tener en cuenta la optimizacion de la terapia con la adicion de un segundo
farmaco (litio, anticonvulsivantes, antidepresivos o benzodiacepinas), de terapia electro convulsivante o de
un neuroléptico adicional en caso de no responder satisfactoriamente a la terapia (Ministerio de Salud, 2009;
Patel et al., 2014). El principal problema de las terapias con neurolépticos, es que si bien un paciente puede
responder bien a una monoterapia con un neuroléptico, es comun ver casos en que el paciente se vuelve
progresivamente resistente a la farmacoterapia empleada, siendo necesario la constante monitorizacion y

observacion del cuadro clinico de los pacientes (J Lieberman, Jody, & Geisler, 1993).

Tabla 1.7. Reacciones adversas segun generacion de neurolépticos.

Reacciones adversas NPG! NSG!
Endocrino

Hiperprolactinemia (conlleva disfuncién sexual, disminucién del libido, ot et/

irregularidades menstruales o ginecomastia).

Ganancia de peso. ++/- +++
Aumento de riesgo de DM. s/r +++
Cardiovasculares
Hipotensidn ortostatica. ++ ++
Prolongacion intervalo QT. ++ ++

Aumento del riesgo de muerte subita + +
Hiperlipidemia ++/- /-
SNC

Distonia (alterado tono muscular, contracciones sostenidas o espasmadicas) +++

Acatisia (incapacidad de mantenerse quieto y calmado, sin llegar a la angustia) ++

Riesgo de efectos extrapiramidales (pseudoparkinsonismo) +++

Disquinesia tardia +++ +/-
Sedacidn ++ ++
Riesgo de convulsiones +++/- +++/-

Poiquilotermia (incapacidad de mantener una temperatura interna constante) +++ ++/-



Sindrome neuroléptico maligno + -

Efectos psiquiatricos (delirio, psicosis, confusidn crénica y desorientacion) ++ +
Efectos Miscelaneos

Glaucoma de angulo estrecho y riesgo de cataratas +++ +/-
Vacilacion o retencion urinaria e incontinencia urinaria ++ s/r
Disfuncién sexual ++ ++

o +(CzP,
Agranulocitosis + (CPM)

0zP)

Reaccion alérgica dermatoldgica ++ ++
Fotosensibilidad + +
Sialorrea s/r ++(CZP)

NPG: neuroléptico de primera generacion; NSG: neuroléptico de segunda generacién; DM: diabetes mellitus;
SNC: sistema nervioso central; CPM: clorpromazina; CZP: clozapina; OZP: Olanzapina. (+++): muy frecuente;
(++): frecuente; (+): presente; (/-): ausencia relativa en algunos exponentes de la generacion; (-): ausencia de
reaccidn adversa; (s/r): sin reporte.

! Martinez-Cue & Flérez, 2014; Ministerio de Salud, 2009; Miyamoto et al., 2012; Patel et al., 2014.

Fuente: disefio propio.

1.6. Actualidad clinica y proyeccion del estudio.



Actualmente la practica clinica se limita a utilizar herramientas como el monitoreo de drogas terapéuticas
(MDT), basado en el andlisis concentraciones plasmaticas para la determinacién de la variabilidad
farmacocinética interindividual de los pacientes en terapia (Mitchell, 2001). Esta herramienta permite realizar
un ajuste de dosis basado en concentracion plasmatica obtenida, siempre y cuando, dicha relacion posea una
cinética de caracter lineal para dicha droga; y no busca clasificar al paciente fenotipicamente segun actividad
metabdlica, sino que refleja la farmacocinética de un farmaco en especifico en un contexto temporal y
situacional determinados, no siendo posible extrapolar dichos resultados a cualquier punto de la vida de dicho
paciente. Ademas, al tratar con farmacos de cinéticas no lineales, presentes en drogas que inducen o inhiben
su propio metabolismo, se dificulta el ajuste de dosis para lograr una concentracién terapéutica dptima, y con

ello se ve reducida la utilidad del MTD en el marco clinico (Spina & de Leon, 2015).

Si bien la MTD puede integrarse a la fenotipificacion, lo que significa un avance importante a nivel
farmacoldgico, ya que se permiten prever respuestas tedricas ante la administracion de distintas drogas a
emplearse en una terapia en especifico; pero no es del todo util. Esto se debe a que la actividad metabdlica
de un citocromo no es equitativa para todos sus sustratos, y de la misma manera que un polimorfismo otorga
una menor o mayor actividad enzimatica, no necesariamente esto se vera reflejado en todos los sustratos de
dicha enzima. Del mismo modo, tampoco toma en consideracién interacciones de drogas o xenobidticos que
alteren la expresion y actividad de las distintas isoformas del CYP450 ya presentes en el individuo, con lo que
se llevaria a establecer fenotipos erréneos para los pacientes (Mitchell, 2001). Y por ultimo, la actividad de un
mismo citocromo varia durante los primeros afios de vida, siendo significativo el tiempo en que algunos
individuos tardan en alcanzar una actividad enzimatica estable y plena, e incluso otros casos presentan un
maximo de actividad para luego disminuir gradualmente (Hines, 2007; Tracy et al., 2016). Asi mismo, la
exposicion a ciertas moléculas durante los primeros afios de vida podrian incrementar la expresion y actividad
del citocromo de manera sistematica durante la adultez del individuo, como se ha demostrado en modelos

animales (Peng et al., 2012).

Es por esto que la genotipificacion adquiere importancia por su valor como herramienta complementaria en
la identificacién de pacientes mas susceptibles a presentar problemas de toxicidad, reacciones adversas
inesperadas o falta de eficacia. De este modo se podran identificar segin su grado metabdlico, con las
implicancias clinicas, farmacoterapéuticas y farmacocinéticas que ello implica. Si bien aln se recomienda su
uso integrado a estudios de fenotipificacion y MDT, la implementacidn por si sola permitiria establecer de
manera certera patrones metabdlicos especificos para cada paciente, tomando en consideracion toda la
bateria de polimorfismos prevalentes en la poblacién y de impacto clinico significativo para abordar de mejor

manera los tratamientos especificos.



Esta tesis de investigacion es parte del Proyecto: “Identificacion de biomarcadores asociados a sintomas
psicoticos refractarios en personas enfermas de esquizofrenia” dirigido por el Dr. Alvaro Cavieres F.y sirve
como una primera instancia para el desarrollo de herramientas de genotipificacidn aplicables al ambito clinico.
Este proyecto estd asociado al Hospital del Salvador de Valparaiso, hospital publico especializado en salud
mental, perteneciente a la red de Servicio de Salud Valparaiso-San Antonio (SSVSA), que brinda atencion
integral a personas con trastornos psiquidtricos y problemas de adiccion a drogas y alcohol en la Macrored de
Salud, Regidén de Valparaiso. Adicionalmente este centro funciona como campo para la docencia e

investigacion en el area.

Uno de los grupos de pacientes en los que en funcién de la genotipificacién habra un mayor impacto por su
valor complementario sobre la terapia de los mismos, corresponde a los pacientes con diagndstico de
esquizofrenia refractaria a tratamiento, dado principalmente por sus reducidas opciones terapéuticas a nivel
de servicio publico de salud, siendo la alternativa mds empleada para estos casos el neuroléptico atipico
clozapina, cuya variabilidad de respuesta interindividual requiere de ajustes de dosis considerables de un
paciente a otro considerando la respuesta clinica y presentacion de reacciones adversas. Ademas, la
dependencia de esta variabilidad se encuentra estrechamente ligada a los polimorfismos encontrados en el

CYP1A2 (CYP1A2 *1C, *1Dy *1F).

Cabe resaltar la importancia de las caracteristicas demograficas del genoma de la poblacién en estudio,
asociadas a la presencia de variantes genéticas involucradas en la variabilidad farmacolégica planteada. En el
caso de Chile, el impacto génico de las distintas etnias que conforman el escenario gendmico presente en
Chile, especificamente para la regién de Valparaiso, en donde se asocia una carga génica del 53,6% procedente
de Europa caucasica, un 42,1% a nativos americanos y un 4,3% del Africa subsahariana (Fuentes et al., 2014).
Dicha informacion permite dar una idea de la influencia de dicha contribucién génica con la frecuencia de los
polimorfismos en estudio y permite otorgar una referencia asociada a las frecuencias esperables hallar para

los genes de CYP1A2 en la poblacién de estudio (Tabla 1.4).

Esta investigacion pretende contribuir a mejorar la calidad de vida en pacientes como consecuencia del
empleo de herramientas de analisis clinico que permitan asegurar un correcto manejo farmacoldgico del
individuo. Lo anterior, logrado mediante el aprovechamiento de las capacidades del quimico farmacéutico, y
sus conocimientos tanto farmacogenéticos como farmacoldgicos para el desarrollo de nuevas perspectivas

para el analisis critico de protocolos terapéuticos. Todo esto para alcanzar el mejor grado de seguridad y



eficacia en las terapias farmacoldgicas empleadas, proyectando asi una mejora en calidad de vida de los

pacientes y del tratamiento de sus patologias.



2. HIPOTESIS

La determinacion de polimorfismos genéticos para la isoenzima CYP1A2 (CYP2A1*1C, CYP2A1*1F vy
CYP2A1*1D) en pacientes con diagnéstico de esquizofrenia refractaria de la Region de Valparaiso, atendidos
en el Hospital del Salvador de Valparaiso; contribuira a su identificacién y clasificacion segun genotipo
metabdlico para farmacos de uso habitual en psiquiatria.

3. OBJETIVOS



3.1. Objetivo general:

Definir los polimorfismos genéticos CYP1A2*1C, CYP1A2*1F y CYP1A2*1D en pacientes con esquizofrenia
refractaria que se atienden en el Hospital del Salvador de Valparaiso.

3.2. Objetivos especificos:

e Validar un método de biologia molecular que distinga polimorfismos genéticos del CYP1A2.
e Establecer frecuencias para los polimorfismos CYP1A2*1C, CYP1A2*1F y CYP1A2*1D.

e Clasificar a pacientes segln su capacidad metabdlica para farmacos de uso psiquiatrico.



4. METODOLOGIA

4.1. Caracteristicas del estudio.

Estudio aprobado por el Comité de Etica Cientifica del Servicio de Salud Valparaiso-San Antonio (Anexo 1: Acta
de Aprobacion) y que cuenta con los consentimientos informados de los participantes (Anexo 2: modelo de
consentimiento informado) archivados por el Dr. Alvaro Cavieres. El estudio incluye la participacién de 103
pacientes, segun los criterios de inclusién y exclusién dispuestos (Tabla 4.1) y firma del consentimiento
informado por cada uno de ellos.

La muestra con la que se trabajo correspondio a la totalidad de los pacientes y muestras disponibles para la
realizacidn del estudio. El nimero de individuos que participaron de la investigacidn conforman una poblacidn
genotipicamente representativa para la realizaciéon de esta tesis y permitié evaluar estadisticamente el

desempefio de las técnicas de biologia molecular.

4.2. Pacientes.

Los participantes del estudio correspondieron a pacientes con diagnostico de esquizofrenia refractaria que
reciben tratamiento en el Hospital del Salvador de Valparaiso, la que abarca individuos del area geografica de
toda la Regidn de Valparaiso, Chile. Los criterios de inclusion y exclusion se sefialan en la Tabla 4.1. Bajo estos
criterios el grupo experimental se constituyd por 88 individuos. Es importante indicar que, la informacion de

los pacientes y los resultados del estudio fueron mantenidos bajo estricta confidencialidad.

Tabla 4.1: Criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de Inclusidn Criterios de exclusion

-Diagnéstico de esquizofrenia refractaria a -Paciente con alguna coagulopatia y/o deficiencia

tratamiento convencional. leucocitaria.

-Paciente con mas de un mes de tratamiento con -Voluntario no facultado mentalmente (segun

clozapina. criterios clinicos) para aceptar el consentimiento
informado.

-Paciente mayor de 18 afios. -No compresion de algun término descrito en el

consentimiento informado, previa explicacidn.
-Manifestar intencién de no participar en el estudio.

4.3. Toma de muestra.

Los pacientes no recibieron ningln farmaco ni tampoco fueron sometidos a procedimientos que pudieran
significar la alteracidon fisica, emocional o psiquica ni a algin aparato, dispositivo de radiacién o
procedimientos quirurgicos. Se extrajo 4-5mL de sangre por puncidn venosa, en duplicado a la vez, las que se
recolectaron en tubos vacutainer con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como agente anticoagulante
por carecer de factores que pudieran interferir en etapas bioanaliticas posteriores. Este procedimiento fue

realizado por enfermeras y personal de enfermeria del policlinico del Hospital del Salvador de Valparaiso, en



espacios propios del Hospital del Salvador y provistos de todas las exigencias para realizar dicha labor. La
obtencion de muestras fue realizada entre el 19 de mayo del 2015, y el 17 de junio del 2016.

Una vez recolectada la muestra de sangre entera, esta se refrigeraba a 42C hasta su transporte al Laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso, conservando mediante un
receptaculo refrigerado, junto a unidades refrigerantes, la cadena de frio de las muestras. A toda muestra
recepcionada se le codificd con siglas alfa numérica correspondiente a una sigla propia del hospital mas el

numero de la ficha médica del paciente.

4.4. Procesamiento y almacenamiento de las muestras.
Una vez recepcionadas en laboratorio, las muestras de sangre entera con EDTA de los pacientes fueron

almacenadas sin alglin otro tratamiento a -202C, hasta ser sometidas al bioanalisis correspondiente.

4.5. Validacion de las técnicas de biologia molecular.
El andlisis y validacion del método molecular fueron realizados en las dependencias del Laboratorio de

Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia.

4.5.1. Materiales y Reactivos.

La purificacion y extraccion de ADN gendmico (ADNg) se realizd con el sistema de extraccion comercial
GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
provisto de proteinasa K, solucidn de lisis —lysis solution-, buffers de lavado concentrados | y Il —wash buffer |
y lI-, buffer de elucién —elution buffer- y columnas de purificaciéon provistas de tubos colectores de 2mL.
Adicionalmente se utilizd etanol absoluto para la dilucién de los buffers de lavado y de elucion, previo a la
utilizacion de estos, asi como fue utilizado de reactivo dentro del protocolo mismo. La extraccion de ADNg se
realizé en una camara de bioseguridad categoria clase Il Clean Bench DK-BCB001 (Daiki Science Co. Ltda., Seul,
Republica de Corea). La calidad del material obtenido se evalud espectrofotométricamente a 260, 230 y

280nm en un espectrofotometro Nanodrop® (ThermoScientific, Massachusetts, USA).

Las reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR) se efectuaron en un termociclador convencional Thermal
Cycler PXEO5 (Thermo Electron Corporation, Milford, MA, USA) siguiendo especificaciones bibliograficas
(Nakajima et al., 1999; Sachse et al., 2003; Sachse et al., 1999) y del fabricante de los reactivos de PCR
convencional. Para las PCR se utilizaron volimenes de reaccién de 25uL, compuesto por 12,5ulL de GoTaq®
Green Master Mix 2X (Promega, Madison, Wisconsin, USA) compuesta de TagDNA polimerasa, 400uM

desoxinucledticos de adenina, timina, guanina y citosina (dNTPs), 3mM cloruro de magnesio (MgCl.) y buffer



para un pH de 8,5; 0,5uL de los partidores sentido y antisentido adquiridos en Integrated DNA Technologies
(IDT) (Coralville, USA), 10ng de ADNg y la cantidad suficiente de agua libre de nucleasa para completar 25uL.
Los partidores establecidos para los analisis de PCR se denominan R2 y R3 para la variante CYP1A2*1C
(rs2069514, -3860G>A); 11F y R4 para CYP1A2*1F (rs762551, -163C>A); y los partidores dTF y dTR para
CYP1A2*1D (rs35694136, -2464T>delT) (Sachse et al., 2003). La secuencia de los partidores se muestra en la
tabla 4.2. La preparacion de la muestra se llevd a cabo en una cdmara de bioseguridad categoria clase Il Clean

Bench DK-BCB0O01 (Daiki Science Co. Ltda., Seul, Republica de Corea).

Tabla 4.2. Partidores empleados y sus secuencias genéticas.

Partidores (5’-3’) Tamaiio (pb)
R2 (forward) GCT ACA CAT GATCGAGCTATAC 22
R3 (reverse) CAG GTCTCTTCACTGTAAAGTTA 23
dTF (forward) TGA GCC ATG ATT GTG GCATA 20
dTR (reverse) AGG AGT CTT TAA TAT GGA CCCAG 23
11F (forward) TGA GGCTCCTTTCCAGCTCTCA 22
R4 (reverse) AGA AGC TCT GTG GCC GAG AAG G 22

En la determinacién de polimorfismos se utilizd el método de polimorfismos por longitud de fragmento de
restriccion o RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), que utiliza una endonucleasa
especifica en los productos de PCR. Para esto se utilizé buffer especifico para cada enzima provisto por Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) (BseLl: Buffer Tango 10X; Ndel: Buffer O 10X; Bsp120I: Buffer
B 10X) una parte de agua libre de nucleasa (Integrated DNA Technologies (IDT), Coralville, USA), la
endonucleasa especifica para cada variante (BseLl: CYP1A2*1C; Ndel: CYP1A2*1D; Bsp120l: CYP1A2*1F) los
componentes se mezclan en una razén de 2:18:10:1, respectivamente, en un volumen final de reacciéon de
10pL. Las muestras se someten a una incubacién en seco utilizando un Thermomixer (Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania) a temperaturas especificadas por la compafiia y una inactivacion térmica al finalizar.

Las enzimas utilizadas fueron de la marca Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA).

Los amplicones y fragmentos de restriccidn fueron detectados cualitativamente por electroforesis horizontal
a voltaje constante (80V). Para esto se utilizaron geles elaborados con agarosa grado analitico para biologia
molecular (Fermelo, Santiago, Chile) y buffer Tris-Acetato-EDTA 1% (TAE 1X) (Bio-Rad, California, USA). La
visualizacion fue realizada en presencia de bromuro de etidio (Apex, Indore Road, Ujjain), usando un
transluminador UV (Vilbert Lourmat, Collégien, Francia) y/o utilizando un equipo de documentacion de
imagenes Geldoc (Bio-Rad, California,USA) para comprobar que su tamafio experimental coincidiera con el
tedrico, en cada corrida de gel se empled un marcador de tamafio molecular de 100pb (Promega, Wisconsin,

USA). La camara de electroforesis horizontal y la fuente de poder son de la marca Bio-Rad (California, USA).



4.5.2. Extraccién y purificacion de ADN gendmico.

Se emplearon 200uL de sangre entera con EDTA para la purificacién mediante el GenelET Whole Blood
Genomic DNA Purification Kit. El método de extraccidon se basa en la utilizacion de una columna compuesta
de membrana en base a silica. Las muestras son previamente digeridas con Proteinasa K y solucidn de lisis
para degradar complejos proteicos y lipidicos, como membranas plasmaticas y nucleares. Posteriormente el
lisado se mezcla con etanol y se agrega a la columna, donde el ADNg se adhiere a la silica. Las impurezas del
lisado se remueven con los distintos buffers de lavado (I y Il) que se hacen pasar por la columna, para
finalmente hacer eluir el ADNg bajo condiciones de baja fuerza idnica con 200uL de buffer de elucién. El ADNg
obtenido se almacend a -202C hasta efectuar la amplificacion por PCR convencional. (Thermo Fisher Scientific

Inc., 2016). En la Figura 4.1 se esquematiza el proceso de extraccién de ADNg.

Para establecer la calidad del material extraido de cada muestra, se determind la pureza frente a proteinas
(absorbancia 260nm/280nm) y carbohidratos (260nm/230nm), y la concentracidon de acidos nucleicos ante la
absorbancia a 260nm. Todo esto utilizando un volumen de muestra de 2,0uL para analisis en el
espectrofotémetro Nanodrop® (ThermoScientific, Massachusetts, USA). Ademas, se evalud la integridad del

ADN por electroforesis horizontal a 100V en gel de agarosa al 0,8%p/v.



Afadir 20uL Proteinasa K y 200uL de muestra de sangre
entera.
Afadir 400pL solucidn de lisis (Lysis Solution).

Mezclar por vortex.

Incubar en 5 ciclos de 2min a 562C (vortex entre ciclos)
Afiadir 200pL etanol absoluto.

ay — <1

Transferir a columna Genelet.

..—
=
i
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Centrifugar (1min x 6000g).

ﬁl
v

Desechar fase recolectada.
Afadir 500uL buffer de lavado | (Wash Buffer I).

Centrifugar (1min x 8000g).

2

Desechar fase recolectada.
Afadir 500uL buffer de lavado Il (Wash Buffer I1).

Centrifugar (3min x 212000g).

Desechar fase recolectada.

Reemplazar tubo colector por tubo eppendorf de 1,5mL.
Afadir 200uL de buffer de elucidon (Elution Buffer) e incubar a
temperatura ambiente por 5min.

Centrifugar (1min x 8000g).
Desechar columna.

Almacenar tubo eppendorf a -202C.

Figura 4.1. Diagrama del método de aislamiento y purificacion de ADN. Técnica descrita para
realizacion desde muestras de sangre entera, con adaptaciones generadas en el laboratorio de
Biologia Molecular. Sistema de reactivos: GenelET Whole Blood Genomic DNA Purification Kit.
Fuente: adaptacién (Thermo Fisher Scientific Inc., s. f.)



4.5.3. Deteccidn del gen CYP1A2 y sus variantes.

4.5.3.1. Deteccidn de la variante CYP1A2*1C (-3860G>A).

Se llevo a cabo la técnica de PCR-RFLP con la mezcla de reaccidn para PCR que consta de 12,5uL de GoTaq®
Green Master Mix 2X; 0,5uL de cada partidor; 10ng de ADN gendmico; y agua libre de nucleasa suficiente para
lograr los 25uL de volumen de reaccidn. Para esto se emplearon los partidores R2 y R3 con una duracién de
técnica de 2,5h, teniendo por condiciones para su desarrollo las especificadas en la Tabla 4.3. La secuencia
génica amplificada y los partidores se sefialan en la Figura 4.2. Posteriormente 3puL del producto de PCR se

expuso a digestidon enzimatica con 3U de Bsell, incubada a 552C por 2h, mas una inactivacién de 20min a 80°C.

Los productos de PCR y PCR-RFLP se resolvieron en gel de agarosa al 1,5%p/v a través de electroforesis

horizontal a 100V por aproximadamente 1h. Los resultados posibles son:

e Patrdén de tres bandas de 343 - 132 - 93pb que corresponde a un genotipo salvaje (G/G).

e Patrdén de dos bandas de 475 - 93pb que corresponde a un genotipo homocigoto para la variante
CYP1A2*1C (A/A).

e Patrén de cuatro bandas 475 - 343 - 132 - 93pb que determina la presencia de un genotipo

heterocigoto (G/A).

Tabla 4.3. Partidores y protocolo de PCR-RFLP para CYP1A2*1C.

Partidores Temperatura de Nimero de Producto de Endonucleasa Genotipo Fragmentos
alineamiento (°C) ciclos PCR (pb) (pb)
R2 (f) 60 35 568 Bsell G/G 343-132-93
R3 (r) G/A 475 -343 - 132
-93
A/A 475-93

f=forward (sentido); r=reverse (antisentido)
(Nakajima et al., 1999; Sachse et al., 2003; Sachse et al., 1999).
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TATTTATTTT
TTGGCTCACC
CCCAGCTTCC
TTGTATTTTT
CCTCACTCAA
CACCGGTCCC
AGTTTTAAGA
ATAGTTTATG
GTGTGGGCTG
GIAACTTTAC

TATTTATTTT
TTGGCTCACC
CCCAGCTTCC
TTGTATTTTT
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AGTTTTAAGA
ATAGTTTATG
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GIAACTTTAC

Figura 4.2.: Secuencias representativas del gen CYP1A2, que enmarca a la variante CTP1A2*1C. Los
partidores se sefialan con cuadrados. a) muestra la secuencia porcién del gen que enmarcan a la
variante, en direccion 5’3’ (NCBI & NHGRI, 2010). b) sefiala el fragmento de PCR tras amplificacion,
para el alelo G, salvaje, con sus respectivos sitios de reconocimiento de la endonucleasa remarcados
en rojo. c) sefiala el fragmento de PCR tras amplificacion, para un alelo A, con ausencia de uno de los
sitios de reconocimiento. Fuente: Disefio propio.



4.5.3.2. Deteccion de la variante CYP1A2*1D (-2464T>delT).

Se llevd a cabo la técnica de PCR-RFLP con la mezcla de reaccidn para PCR que consta de 12,5uL de GoTaq®
Green Master Mix 2X; 0,5uL de cada partidor; 10ng de ADN gendmico; y agua libre de nucleasa suficiente para
lograr 25uL de volumen de reaccién. Para esto se utilizaron los partidores dTF y dTR, con una duracion de
técnica de 2,5h, teniendo por condiciones para su desarrollo las especificadas en la Tabla 4.4. La secuencia
génica amplificada y los partidores se sefialan en la Figura 4.3. En esta amplificacidon en particular se realiza
un cambio de nucledtido en el sitio de accion de la enzima donde la secuencia génica presenta una citosina,
para generar un producto de PCR con timina que termina facilitando el reconocimiento de la endonucleasa
en presencia del alelo T. Posteriormente 3uL del producto de PCR fueron expuestos a digestién enzimatica

con 3U de Ndel, incubada a 372C por 2h, mas una inactivacién de 20min a 80°C.

Los productos de PCR y PCR-RFLP se resolvieron en gel de agarosa al 2,0%p/v a través de electroforesis

horizontal a 100V por aproximadamente 1h. Los resultados posibles son:

e Patrén de una banda de 167pb que corresponde a un genotipo salvaje (T/T).

e Patrdén de dos bandas de 148 — 19pb que corresponde a un genotipo homocigoto para la variante
CYP1A2*1D (delT/delT).

e Patrdn de tres bandas 167 — 148 — 19pb que determina la presencia de un genotipo heterocigoto

(delT/T).

Tabla 4.4. Partidores y protocolo de PCR-RFLP para CYP1A2*1D.

Partidores Temperatura de Nimero de Producto de Endonucleasa Genotipo Fragmentos
alineamiento (°C) ciclos PCR (pb) (pb)
dTF (f) 49 35 167 Ndel T/T 167
dTR () T/delT 167 -148-19
delT/delT 148 - 19

f=forward (sentido); r=reverse (antisentido)
(Nakajima et al., 1999; Sachse et al., 2003; Sachse et al., 1999).
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Figura 4.3.: Secuencias representativas del gen CYP1A2, que enmarca a la variante CTP1A2*1D. Los
partidores se sefialan con tridngulos. a) muestra la secuencia porcidon del gen que enmarcan a la
variante, en direccion 5’23’ (NCBI & NHGRI, 2010). b) sefiala el fragmento de PCR tras amplificacion,
para un alelo T, salvaje, con su respectivo sitio de reconocimiento de la endonucleasa remarcado en
rojo. c) sefiala el fragmento de PCR tras amplificacidn, para un alelo delT con ausencia de sitio de
reconocimiento. Fuente: Disefio propio.



4.5.3.3. Deteccion de la variante CYP1A2*1F (-163C>A).

Se llevd a cabo la técnica de PCR-RFLP con la mezcla de reaccidn para PCR constituida por 12,5uL de GoTaq®
Green Master Mix 2X; 0,5uL de cada partidor; 10ng de ADN gendmico; y agua libre de nucleasa suficiente para
lograr 25uL de volumen de reaccién. Para esto se utilizaron los partidores 11F y R4, con una duracién de
técnica de 2,5h, teniendo por condiciones para su desarrollo las especificadas en la Tabla 4.5. La secuencia
génica amplificada y los partidores se sefialan en la Figura 4.4. Posteriormente 3pL del producto de PCR fueron
sometidos a digestion enzimatica con 3U de Bsp120l, incubada a 372C por 2h, mds una inactivaciéon de 20min

a 80°C.

Los productos de PCR y PCR-RFLP se resolvieron en gel de agarosa al 2,0%p/v a través de electroforesis

horizontal a 100V por aproximadamente 1h. Los resultados posibles son:

e Patron de una banda de 211 - 54pb que corresponde a un genotipo salvaje (C/C).

e Patrén de dos bandas de 265pb que corresponde a un genotipo homocigoto para la variante
CYP1A2*1F (A/A).

e Patrdn de tres bandas 265 - 211 - 54pb que determina la presencia de un genotipo heterocigoto

(C/A).

Tabla 4.5. Partidores y protocolo de PCR-RFLP para CYP1A2*1F.

Partidores Temperatura de Numero de Producto de Endonucleasa  Genotipo Fragmentos
alineamiento (°C) ciclos PCR (pb) (pb)
11F (f) 62 35 265 Bsp120I c/C 211-54
R4 (r) C/A 265-211-54
A/A 265

f=forward (sentido); r=reverse (antisentido)
(Nakajima et al., 1999; Sachse et al., 2003; Sachse et al., 1999).
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OR4
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_3’
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Figura 4.4.: Secuencias representativas del gen CYP1A2, que enmarca a la variante CTP1A2*1F. Los
partidores se sefialan con circulos. a) muestra la secuencia porcion del gen que enmarcan a la variante,
en direccion 5’3’ (NCBI & NHGRI, 2010). b) sefiala el fragmento de PCR tras amplificacion, para un
alelo C, salvaje, con su respectivo sitio de reconocimiento de la endonucleasa remarcado en rojo. c)
sefiala el fragmento de PCR tras amplificacidn, para un alelo A con ausencia de sitio de reconocimiento.
Fuente: Disefio propio.



4.5.4. Validacion de la metodologia.

4.5.4.1. Selectividad.

La selectividad de la metodologia se efectué mediante comprobacidn por secuenciacidon de cada genotipo
caracterizado en la poblacién de estudio. Para ello, los productos de PCR fueron purificados desde el gel de
electroforesis utilizando el QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), el que permite separar el
amplicon al disolver la agarosa y aumentar la afinidad de la secuencia del ADN por una matriz sdlida,
basandose en un principio de cromatografia de adsorcidén. Luego de lavar las soluciones e interferencias
concomitantes al amplicdn, se realiza la elucidn de la secuencia de ADN pura disuelta en agua libre de
nucleasas. Las muestras asi tratadas fueron enviadas al Departamento de Ecologia, Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, para su procesamiento automatico en un equipo ABI
PRISM 3500x! (Applied Biosystems, California, USA), que realizé electroforesis capilar en base al kit BigDye

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

La secuenciacion obtenida del amplicén fue estudiada usando el software FinchTV para su comparacion con
la secuencia estandar del National Center of Biotechnology Information (NCBI). La homologia entre el

amplicdn obtenido y el tedrico confirma la selectividad de la técnica.

4.5.4.2. Limite de Deteccion.

Se evalué la cantidad minima de ADN gendmico necesaria para poder detectar el fragmento a amplificar por
termociclado, a partir de una muestra de concentracién conocida y diluida sistemdaticamente en factores de
diez, con agua libre de nucleasas. Se generaron siete diluciones seriadas en base a un factor de dilucién de
diez que fueron rotuladas de “A” hasta “G” para generar muestras con cantidades decrecientes de ADNg de
1,0 hasta 0,000001ng. Las diluciones se sometieron a las mismas condiciones de mezcla, reaccién vy
visualizacién establecidas para la deteccion de cada uno de los polimorfismos, determinandose asi la cantidad
minima requerida para detectar la secuencia en una muestra hipotética. Las bandas que se buscé detectar
para el polimorfismo CYP1A2*1C corresponde a una seial a 568pb, para CYP1A2*1D a 167pb y en el caso de
CYP1A2*1F a 265pb.



5.RESULTADOS

5.1. Calidad del ADN gendmico extraido.

Las muestras procesadas por GenelET Whole Blood Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) fueron
analizadas espectrofotométricamente y los resultados son expuestos en la Tabla 5.1. Los pardmetros de
concentracion (ng/uL), pureza a (260/280) y (260/230) se expresan por sus valores promedios y como rangos

(minimo-maximo) de cada parametro respectivo.

Tabla 5.1. Resultados obtenidos tras aislamiento y purificacién de ADN.

Pardmetro 260/280 260/230 Concentracién ADN (ng/uL)
Valor promedio 1,7+0,2 1,5+0,5 22,0+10,0
Rango de valores [1,03-2,22] [0,21-2,52] [4,40-50,3]

Para determinar la integridad del ADN gendmico en las muestras purificadas, se realizd una electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 0,8%p/v. Se evaluaron muestras con distintas concentraciones (10, 20, 30, 40
y 50ng/uL) y muestras con bajas razones de absorbancia (260/280 y 260/230). Los resultados se presentan en
la Figura 5.1 y permiten sefalar que no se observan sefales de degradacion o pérdida de integridad del

material genético, incluso en muestras de bajo rendimiento.

3000pb

1500pb

1000pb

500pb

100pb

Figura 5.1.: Gel de integridad de ADN en gel de agarosa al 0,8%p/v. En N se visualiza el marcador de
tamano molecular de 100pb. A-E corresponden a ADN gendmico en concentraciones crecientes con
indices de pureza de 260/180 y 260/230 de alrededor de 2,00. Mientras F-G cuentan con bajas
concentraciones de ADN gendmico y bajas purezas a 260/280 (1,27) y 260/230 (0,21), respectivamente.



5.2. Deteccién de la variante CYP1A2*1C (rs2069514, -3860G>A).

Los resultados concebibles del PCR-RFLP responden seguln la presencia del alelo G, alelo A o ambos. Para esto
se utilizé la endonucleasa Bsell, que tiene actividad sobre la secuencia 5’-CC-XXXXXXX-GG-3’, la que esta
presente en dos instancias dentro del producto de PCR para la zona promotora del gen CYP1A2. Por lo tanto,
el alelo G correspondiente para el genotipo heterocigoto u homocigoto salvaje permite la accién de la
endonucleasa en dos puntos de la secuencia amplificada, al presentar las secuencias 5’-CC-GCCTCTC-GG-3’ y
5’-CC-CCCTCAA-GG-3’. No asi el alelo A presente en el genotipo heterocigoto u homocigoto para la variante,
que contiene la secuencia 5’-CC-GCCTCTC-AG-3’ y 5’-CC-CCCTCAA-GG-3’; de estas, la primera no es reconocida
por la enzima, y ocurre como resultado de la transicién génica de una base G por A en la seccién 5’-CC-
GCCTCTC-GG-3'. Esto otorga como resultado tres posibles patrones de bandas para cada genotipo especifico,
lo que se expone en el diagrama de la figura 5.2.A Por otra parte, resultados representativos son presentados

en la figura 5.2.B.

A) PCR G/G A/G A/A

— 568pb
— — 475pb

— — 343pb

— — 130pb

Figura 5.2.: Diagrama y fotografia de los resultados representativos para la variante -3860G>A. A)
Diagrama de los resultados para la deteccidn de la variante -3860G>A mediante PCR-RFLP utilizando la
endonucleasa Bsell. De izquierda a derecha se observa el resultado de una muestra reactiva para PCR
sin digestién enzimatica con una banda a 568pb; le sigue el patrén homocigoto salvaje (G/G) que
muestra tres bandas de 343, 130 y 93pb resultantes de la incision de dos sitios reconocibles por la
enzima; un heterocigoto (A/G) que presenta cuatro bandas, tres de ellas de 343, 130 y 93pb
correspondientes al alelo G, y dos bandas a 475 y 93pb aportadas por el alelo A; y un patrén
homocigoto para el SNP de interés (A/A) con dos bandas a 475 y 93pb. B) Fotografia representativa de
los analisis del estudio para la variante -3860G>A en gel de agarosa al 2,5%p/v. En N se visualiza el
marcador de tamafio molecular de 100pb. BL, corresponde al control negativo. M responde al producto
de PCR sin digerir con una banda de 568pb; HS es un resultado de homocigoto salvaje con tres bandas
visibles en 343, 130 y 93pb (G/G); H el genotipo heterocigoto con cuatro bandas distinguibles en 475,
343,130y 93pb y 148pb (A/G); y HM corresponde al genotipo homocigoto variante con dos bandas a
475 y 93pb (A/A).



5.2.1. Selectividad y limite de deteccion para la variante CYP1A2*1C.
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Figura 5.3.: Cromatogramas de secuenciacion para la variante -3860G>A. Las secuencias escritas en color
azul corresponden a la secuencia tedrica, y la secuencia en color gris corresponde a la secuencia arrojada
por el equipo, asi mismo las bases de color rojo indican no concordancia segun base tedrica y sefial
analitica. a) Sefial de secuenciacién a la distancia de 70-90pb que demarca sitio de reconocimiento para la
endonucleasa Bsell compartida en los tres genotipos G/G, G/A y A/A. b) Sefial de secuenciacién a la
distancia de 420-440pb que indica sitio de reconocimiento para la endonucleasa confirmando genotipo
homocigoto salvaje (G/G). c) Sefial de secuenciacién a la distancia de 420-440pb que muestra una sefial
fluorescente roja en vez de una azul, denotando la transicién génica del SNP -3860G>A, confirmando
genotipo homocigoto para la variante (A/A). d) Sefial de secuenciacidn a la distancia de 420-440pb que
muestra solapamiento de sefiales de fluorescencia azul y roja, indicando transicion genética en uno de los
alelos de guanina por adenina, confirmando genotipo heterocigoto para la variante (A/G).

Para analizar el pardmetro de selectividad del PCR-RFLP para la variante -3860G>A, se obtuvo la cromatografia
de secuenciacion especifica para muestras de cada genotipo obtenido experimentalmente (Figura 5.3.). En
primer lugar los tamafos y numero de amplicones fueron concordantes con los recopilados de la bibliografia

para la misma variante. La posterior secuenciacién de los amplicones, sin digerir, correspondientes a cada



genotipo fueron consistentes con los fragmentos de restriccion observados. En consecuencia, la metodologia

se considera selectiva

Por otro lado, el andlisis del limite de deteccidn indicé que para obtener una PCR exitosa con una banda de
568pb, es necesario una mezcla de reaccién con al menos 0,01ng de ADN gendmico (Figura 5.4.); cantidades

inferiores no permiten detectar la banda necesaria para que su posterior digestiéon por endonucleasa.

N BL 1E-1 1E-2 1E-3 1E-4 1E-5 1E-6 1E-7

500pb s

100pb

Figura 5.4.: Limite de deteccidn para la variante -3860G>A en gel de agarosa 1,5%p/v. En N se
visualiza el marcador de tamafio molecular de 100pb. BL: control negativo de la corrida. 1E-1 a
1E-7 corresponde a cantidades en nanogramos de ADN gendmico (0,1 — 0,0000001ng)
empleado para la amplificacién por PCR.



5.3. Deteccién de la variante CYP1A2*1D (rs35694136, -2464T>delT).

Los posibles resultados del PCR-RFLP responden segun la presencia del alelo T, delecidon del alelo T y
desplazamiento del marco de lectura o ambos. Para esto se utilizo la endonucleasa Ndel, que tiene actividad
sobre la secuencia 5’-CAT ATG-3’, la que esta presente en dos instancias dentro del producto de PCR para la
zona promotora del gen CYP1A2. Por lo tanto, el alelo T correspondiente para el genotipo heterocigoto u
homocigoto salvaje permite la accion de la endonucleasa en un punto de la secuencia amplificada, en 5’-CAT
ATG-3’. No asi el alelo delT presente en el genotipo heterocigoto u homocigoto para la variante, que contiene
la secuencia 5’-CAT A-G-3’ que no es reconocida por la enzima, y resulta de la delecidén del nucledtido T en la
seccién 5’-CAT ATG-3'. Esto genera como resultado tres posibles patrones de bandas para cada genotipo
especifico, lo que se expone en la figura 5.5.A. Por otra parte, resultados representativos son presentados en

la figura 5.5.B.

A) PCR delT/delT delT/T T/T B)
—— 3 3
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200pb

100pb
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Figura 5.5.: Diagrama y fotografia de los resultados representativos para la variante -2464T>delT. A) Diagrama de
los resultados para la deteccion de la variante -2464T>delT mediante PCR-RFLP utilizando la endonucleasa Ndel.
De izquierda a derecha se observa el resultado de una muestra reactiva para PCR sin digestién enzimatica con una
banda a 167pb; le sigue el patron homocigoto de la variante (delT/delT) que muestra una banda a 167pb resultante
del no reconocimiento de la enzima; un heterocigoto (delT/T) que presenta tres bandas, una de ellas de 167pb
correspondientes al alelo delT, y dos bandas a 148 y 19pb aportadas por el alelo T; y un patrén homocigoto salvaje
(T/T) con dos bandas a 148 y 19pb. B) Fotografia representativa de 10S anilisis del estudio para la variante -
2464T>delT en gel de agarosa al 2,5%p/v. En N se visualiza el marcador de tamafio molecular de 100pb. BL,
corresponde al control negativo. M responde al producto de PCR sin digerir con una banda de 167pb; HM es un
resultado de homocigoto de la variante con banda visible en 167pb (delT/delT); H el genotipo heterocigoto con
bandas distinguibles en 167pb y 148pb (delT/T); y HS corresponde al genotipo homocigoto salvaje con banda
visible a 148pb (T/T).



5.3.1. Selectividad y limite de deteccion para la variante CYP1A2*1D.

Para analizar el pardmetro de selectividad del PCR-RFLP para la variante -2464T>delT, se obtuvo la
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Figura 5.6.: Cromatogramas de secuenciacion para la variante -2464T>delT. Las flechas indican la direccion
en que se realizd la técnica de secuenciacion. Las secuencias escritas en color azul corresponden a la
secuencia tedrica, y la secuencia en color gris corresponde a la secuencia arrojada por el equipo, asi mismo
las bases de color rojo indican no concordancia segln base tedrica y sefial analitica. a) Sefal indica sitio de
reconocimiento para la endonucleasa Ndel, con presencia de alelo T, confirmando genotipo homocigoto
salvaje (T/T). b) Sefial de secuenciacidn que muestra conflicto en la sefial por desplazamiento parcial del
marco de lectura a partir de la dltima guanina en comun sin sentido aparente, indicando asi una probable
delecion genética en uno de los alelos, y un posible genotipo heterocigoto para la variante (T/delT). ¢) Sefial
de secuenciacidon que muestra ausencia de sefial intensa de fluorescencia roja donde debiese estar la base
timina, concordando con un seguido desplazamiento del marco de lectura en solo una base, y por
consiguiente una probable delecién y un posible genotipo homocigoto para la variante (delT/delT).

cromatografia de secuenciacion especifica para cada genotipo obtenido experimentalmente. En primer lugar,

los amplicones concordaron en longitudes y nimero de bandas con las recopiladas de la bibliografia para la



misma variante (Figura 5.6.). Sin embargo, los datos de secuenciacion no permitieron validacion de la
metodologia.

Por otra parte, el andlisis del limite de deteccidn indica que para obtener una PCR exitosa con una banda de
167pb, es necesario una mezcla de reaccion con al menos 0,1ng de ADN gendmico (Figura 5.7.); cantidades

inferiores no permiten detectar la banda necesaria para que su posterior digestién por endonucleasa.

N BL 1E-1 1E-2 1E-3 1E-4 1E-5 1E-6 1E-7

500pb [

200pb

100pb

Figura 5.7.: Limite de deteccion para la variante -2464T>delT en gel de agarosa 2%p/v. En N se
visualiza el marcador de tamafio molecular de 100pb. BL: blanco negativo de la corrida. 1E-1 a
1E-7 corresponde a cantidades en nanogramos de ADN gendémico (0,1 — 0,0000001ng)
empleado para la amplificacién por PCR.



5.4. Deteccién de la variante CYP1A2*1F (rs762551, -163C>A).

Los resultados esperables del PCR-RFLP responden segun la presencia del alelo C, alelo A o0 ambos. Para esto

se utilizé la endonucleasa Bsp120I, que tiene actividad sobre la secuencia 5’-GGG CCC-3’, la que estd presente

en dos instancias dentro del producto de PCR para la zona promotora del gen CYP1A2. Por lo tanto, el alelo C

correspondiente para el genotipo heterocigoto u homocigoto salvaje permite la accion de la endonucleasa en

un punto de la secuencia amplificada, en 5’-GGG CCC-3’. No asi el alelo A presente en el genotipo heterocigoto

u homocigoto para la variante, que contiene la secuencia 5’-GGG CAC-3’ que no es reconocida por la enzima,

y resulta del cambio de base C por A en la seccidon 5-GGG CCC-3’. Esto genera como resultado tres posibles

patrones de bandas para cada genotipo especifico, lo que se expone en el diagrama de la figura 5.8.A. Por otra

parte, en la figura 5.8.B se presentan resultados representativos.

A) PCR C/C A/C AJA B)
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Figura 5.8.: Diagrama y fotografia de los resultados representativos para la variante -163C>A. A) Diagrama de los
resultados para la deteccion de la variante -163C>A mediante PCR-RFLP utilizando la endonucleasa Bsp120I. De
izquierda a derecha se observa el resultado de una muestra reactiva para PCR sin digestidon enzimatica con una
banda a 265pb; le sigue el patron homocigoto salvaje (C/C) que muestra dos banda a 211 y 54pb resultantes del
reconocimiento de la enzima; un heterocigoto (A/C) que presenta tres bandas, dos de ellas de 211 y 54pb
correspondientes al alelo C, y una banda a 265pb aportada por el alelo A, por no ser reconocida por la enzima; y
un patréon homocigoto para el SNP de interés (A/A) con una banda a 265pb. B) Fotografia representativa de los
analisis del estudio para la variante -2464T>delT en gel de agarosa al 2,5%p/v. En N se visualiza el marcador de
tamafio molecular de 100pb. BL, corresponde al control negativo. M responde al producto de PCR sin digerir con
una banda de 265pb; HS es un resultado de homocigoto salvaje con dos bandas visibles en 211 y 54pb (C/C); H el
genotipo heterocigoto con bandas distinguibles en 265, 211 y una tenue banda a 54pb (A/C); y HM corresponde
al genotipo homocigoto variante con banda visible a 265pb (A/A).



5.4.1. Selectividad y limite de deteccién para la variante CYP1A2*1F.
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Figura 5.9.: Cromatogramas de secuenciacidn para la variante -163C>A. Las secuencias escritas en color
azul corresponden a la secuencia tedrica, y la secuencia en color gris corresponde a la secuencia arrojada
por el equipo, asi mismo las bases de color rojo indican no concordancia segun base tedrica y seiial
analitica. a) Sefial de secuenciacion a la distancia de 20pb del producto de PCR, que indica sitio de
reconocimiento para la endonucleasa, confirmando genotipo homocigoto salvaje (C/C). b) Sefial de
secuenciacion a la distancia de 20pb del producto de PCR, que muestra solapamiento de sefiales de
fluorescencia azul (C) y verde (A), indicando transversidn genética en uno de los alelos, confirmando
genotipo heterocigoto para la variante (C/A). c¢) Sefial de secuenciacidn a la distancia de 20pb del producto
de PCR, que muestra una sefal fluorescente verde (A) en vez de una azul (C), denotando la transversién
génica del SNP -167C>A, confirmando genotipo homocigoto para la variante (C/C). Fuente: disefio propio.

Para analizar el parametro de selectividad del PCR-RFLP para la variante -163C>A, se obtuvo la cromatografia
de secuenciacion especifica para cada genotipo obtenido experimentalmente. En primer lugar, los amplicones
concuerdan en numero y longitud con los recopilados de la bibliografia para la misma variante (Figura 5.9.).
En este caso, los resultados de la secuenciaciéon permiten validar la metodologia empleada al existir

concordancia entre la secuenciacidn tedrica y la obtenida experimentalmente.



Por otra parte, el analisis del limite de deteccidn indicé que para obtener una PCR exitosa con una banda de
265pb, es necesario una mezcla de reaccién con al menos 0,01ng de ADN gendmico (Figura 5.10.); cantidades

inferiores no permiten detectar la banda necesaria para que su posterior digestién por endonucleasa.
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Figura 5.10.: Limite de deteccién para la variante -163C>A en gel de agarosa 2%p/v. En N se
visualiza el marcador de tamafio molecular de 100pb. BL: blanco negativo de la corrida. 1E-1 a
1E-7 corresponde a cantidades en nanogramos de ADN gendmico (0,1 — 0,0000001ng)
empleado para la amplificacién por PCR.



5.5. Tablas resumen de los resultados obtenidos.
Los resultados obtenidos experimentalmente, para la deteccion de los tres SNPs determinados en esta
investigacion, se indican en las Tablas 5.1, 5.2, 1.3 (mayor detalle en pagina 10), 5.3 y 5.4. Las tablas presentan

andlisis estadisticos correspondientes a Chi-cuadrado y equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 5.1.: Resultados de frecuencia alélica para las variantes CYP1A2*1C (-3860G>A), CYP1A2*1D (-
2464T>delT) y CYP1A2*1F (-163C>A).

Frecuencia Alélica

Polimorfismo  Alelo  n=176 % 1C (95%)
CYP1A2*1C G 118 67,0 57,8-76,2
-3860G>A A 58 33,0 23,8-42,2
CYP1A2*1D T 111 63,1 53,6-72,6
-2464T>delT delT 65 36,9 27,4-46,4
CYP1A2*1F C 50 28,4 19,6-37,2
-163C>A A 126 71,6 62,8-80,4

IC=Intervalo de confianza.

Tabla 5.2.: Resultados de frecuencia genotipica para las variantes CYP1A2*1C (-3860G>A), CYP1A2*1D (-
2464T>delT) y CYP1A2*1F (-163C>A).

Frecuencia genotipica HW
Polimorfismo Genotipo n=88 % IC (95%) valor-p
CYP1A2*1C G/G 41 46,6 36,8-56,4
-3860G>A G/A 36 40,9 31,3-50,5
A/A 11 12,5 6,00-19,0 0,4862
CYP1A2*1D T/T 36 40,9 31,3-50,5
-2464T>delT T/delT 39 44,3  34,6-54,0
delT/delT 13 14,8 7,80-21,8 0,6481
CYP1A2*1F c/C 5 5,7 1,20-10,2
-163C>A C/A 40 45,5 35,7-55,3
A/A 43 48,9  39,1-58,7 0,2705

IC=Intervalo de confianza.

Tabla 1.3. Numero de referencia para polimorfismos del gen CYP1A2, genotipos y fenotipo respectivo.

Nombre del Numero de . . . Inducibilidad/
alelo referencia SNPs (rs) Polimorfismo (SNP)  Genotipo Actividad
*1A (salvaje) n/a n/a salvaje Normal
*1C rs 2069514 -3860G 2> A G/G Normal
A/G Normal
A/A Aumentada
*1D rs 35694136 -2464 T - delT T/T Normal
delT/T Normal
delT/delT Aumentada
*1F rs 762551 -163 C>A c/C Disminuida
C/A Sin efecto

A/A Aumentada



Tabla 5.3.: Resultados de constelaciones alélicas y sus frecuencias genotipicas presentes en la poblacion.

Constelaciones alélicas Frecuencia
-3860G>A -2464T>delT -163C>A n=88 % IC (95%)
G/G T/T c/c 5 5,68 1,10-10,2
G/G T/T C/A 19 21,59 13,5-29,7
G/G T/delT C/A 5 5,68 1,10-10,2
G/G T/T A/A 10 11,36 5,10-17,6
G/A T/delT C/A 14 15,91 8,70-23,1
A/G T/delT A/A 20 22,73 14,5-30,9
A/A T/delT A/A 1 1,14 0,00-3,20
G/A delT/delT A/A 1 1,14 0,00-3,20
A/A T/T A/A 10 11,36 5,10-17,6
G/G delT/delT C/A 1 1,14 0,00-3,20
G/A T/T A/A 1 1,14 0,00-3,20
G/G T/delT A/A 1 1,14 0,00-3,20

IC=Intervalo de confianza.

Constelaciones alélicas

Tabla 5.4.: Frecuencias de constelaciones alélicas, fenotipo mas probable y correlacion con la respuesta clinica
a la farmacoterapia.

Fenotipo posible

-3860G>A -2464T>delT -163C>A % (n=88)  Metabolizador (M)
G/G T/T c/c 5,68 E
G/G T/T C/A 21,59 E
G/G T/delT C/A 5,68 E
G/G T/T A/A 11,36 U
G/A T/delT C/A 15,91 E
A/G T/delT A/A 22,73 U
A/A T/delT A/A 1,14 E
G/A delT/delT A/A 1,14 U
A/A T/T A/A 11,36 E
G/G delT/delT C/A 1,14 E
G/A T/T A/A 1,14 U
G/G T/delT A/A 1,14 U

E: extensivo; U: ultrarrapido.

Fenotipo posible

Metabolizador (M) n=88 %

Ultrarrapido (U) 33 37,51
Extensivo (E) 55 62,49
Intermedio (1) 0 0.00
Lento (L) 0 0.00




6. DISCUSION

Los fenotipos de metabolismo de xenobidticos que un individuo exhiba pueden influir o no en la tolerancia
que éste posea por cierta molécula o familia de éstas, y la importancia que estas variantes tengan en el
individuo siempre va a estar relacionada con la posibilidad de que ocurra una reaccién no deseada producto
del contacto con estas. Asi ocurre con los alimentos o alergias especificas, que resultan ser el parametro mas
claro y visible de la variabilidad genética en la poblacion. A distinto nivel, pero de igual manera, ocurre con los
farmacos de uso terapéutico, los cuales pueden generar reacciones adversas inesperadas que afecten la
seguridad del paciente llegando incluso a poner en peligro la vida de este, tomando en consideracidn adicional
todas las consecuencias posibles que un tratamiento fallido causa a nivel institucional, social y econémico en
el paciente y su entorno. Es a este nivel que el tener herramientas en apoyo de la seleccion del farmaco mas
idéneo, en posologia e intervalo de dosificacion ideales, en via de administracién mds conveniente y sus
posibles interacciones con otros farmacos, procesos patoldgicos y fisioldgicos; ayudarian a predecir los efectos
que un farmaco pueda ocasionar en un individuo dado, permitiendo generar terapias con mayor beneficio y

eficacia, con menor grado de inconvenientes para el paciente.

La poblacidon de estudio en esta investigacidn pertenece a pacientes del Hospital el Salvador de Valparaiso por
utilizar terapias con diversos farmacos neuromoduladores. Si bien con esta condiciéon existen varios
citocromos implicados como metabolizadores de neurolépticos, antidepresivos, agentes coadyuvantes en
hospitalizaciones y estados criticos; se decididé enfocar el estudio en pacientes que ya tuviesen evidencia
previa de una posible presencia de polimorfismos genéticos que haya derivado en la falla de tratamiento a la
terapia tradicional de primera linea y que incluso en la terapia actual existiera un riesgo de ineficiencia o
rechazo al medicamento por manifestacién de reacciones adversas severas, principalmente por incremento
del farmaco o sus metabolitos en la sangre. Es por esto que se dedico la investigacion a pacientes con
diagnéstico de esquizofrenia refractaria en actual tratamiento con clozapina. Se considerd la ruta metabdlica
de este farmaco para plantear la implicancia del CYP1A2 como factor significativo de la respuesta clinica a la
terapia a este farmaco. Dentro de las multiples variantes que se han descrito para este citocromo, se considerd
de importante interés clinico los polimorfismos *1C, *1D y *1F que definen metabolismos ultrarrapido (Sachse
et al., 2003; S.-F. Zhou et al., 2009). De igual manera se pretendié desde un inicio lograr integrar y cotejar
estos mismos polimorfismos con otros farmacos para los que también pudieran tener significancia a nivel

metabdlico y terapéutico.

La farmacogenética trabaja con sefiales analiticas y métodos cuyos resultados son muy dependientes de la

calidad de la muestra, tipo de ensayo y especificaciones de protocolo empleado. Estas metodologias aplican



un analisis cualitativo que se puede validar por técnicas de secuenciacion de alta precision. Esto ultimo es lo
que permitird integrar estos protocolos a cualquier laboratorio clinico que implemente areas de biologia
molecular y servir asi como un complemento para realizar una terapia integrada y personalizada a los

pacientes de cualquier centro de salud del pais, donde se requiera.

6.1. Procedimiento de andlisis por biologia molecular.

El estudio de la variabilidad en la respuesta a farmacos mediante la caracterizacién de polimorfismos
genéticos, ha sido una herramienta que se ha perfeccionado con los afos hasta el punto de ser un examen
con real posibilidad de ser ejercido en diversos hospitales del pais, asi como un analisis con caracteristicas de
poseer una alta sensibilidad y especificidad, ser analisis robustos y de bajos costos, dado por las caracteristicas
propias de la técnica de PCR convencional (Katsanis & Katsanis, 2013). Aun asi es importante sefialar que por
mas estandarizada que se encuentre la técnica, no estd libre de errores técnicos o humanos, o de
interpretacion (Bakker, 2006). Esto cobra real importancia ya que permite comprender que los margenes de
error para esta técnica, si es que los hubieran, corresponderian a errores del tipo pre-analitico o post-

analiticos.

De los problemas pre-analiticos ocurridos durante esta tesis, destacan el nimero de muestras que no fueron
capaces de ser procesadas por poseer un nivel insuficiente de ADN (n=15, [ADNg]<5,0ng/uL), y que no
arrojaron una sefial suficiente a la hora de ser amplificados por PCR bajo las condiciones experimentales
establecidas. Por otro lado, las muestras analizables, mostraron rangos de pureza y concentracién de acidos
nucleicos aceptables (n=88; 260/280=1,7; 260/230=1,5; [ADNg]=22,0ng/uL), los cuales se reflejan
satisfactoriamente en el gel de integridad de ADN revelado, sin contar con interferencia de ARN o sin sefiales
de degradacion importante de ADN. Asi mismo, es importante destacar que las muestras fueron almacenadas
-a-202C por un periodo maximo de 6 meses, luego de su recoleccién en el Hospital del Salvador de Valparaiso,
lo que en parte justifica el bajo promedio de concentracién de ADNg extraido de las muestras debido a
eventuales hemdlisis que hubieran degradado y reducido la cantidad de nucleos de leucocitos presentes en
las muestras. Esto se reflejé especialmente en la primera muestra ingresada como PCO01, la cual contaba con
una [ADNg] equivalente a 1,9ng/ulL. Estos resultados pueden estar relacionados con la existencia de otros
factores capaces de generar interferencia en el proceso de termociclado, generando ausencia de seial, e
incluso llegar a manifestar falsos negativos durante la amplificacion. A este grupo heterogéneo de sustancias
y condiciones se les denomina inhibidores de la polimerasa, y pueden corresponder desde altas
concentraciones de calcio, urea, fenol, etanol, heparina, polisacaridos y proteinas tales como colageno,
mioglobina, hemoglobina, lactoferrina, 1gG y proteinasas; dependiendo todos estos de las concentraciones

presentes en la muestra a termociclar (Schrader, Schielke, Ellerbroek, & Johne, 2012).



Para el desarrollo de las técnicas de biologia molecular se efectud un ajuste empirico al modificar distintas
constantes del proceso de PCR, principalmente temperatura de alineamiento, cantidad de nanogramos de
ADN empleado y relacidn entre ADN presente y cantidad de partidores forward y reverse empleados; hasta
llegar a los protocolos empleados para el analisis de los polimorfismos *1C, *1D y *1F para gen CYP1A2. Se
validaron las técnicas de PCR y electroforesis en gel de agarosa, mediante la secuenciacidn de nucleétidos,
reconocida como el método gold standard para la identificacién de genes o fragmentos de estos (Bakker,
2006). En este caso, los resultados analizados por secuenciacién para los SNPs, *1Cy *1F, arrojaron resultados
congruentes con los obtenidos desde la base de datos de SNPs del sitio de internet del NCBI con una similitud
exacta (NCBI & NHGRI, 2010), permitiendo identificar satisfactoriamente la presencia de los polimorfismos
buscados en dichas secuencias. Por otro lado, es posible validar la secuencia para el segmento genético que
rodea al SNP *1D, mas no es posible validar la presencia del SNP en su totalidad. Esto ultimo debido a
presentar una desviacidon del marco de lectura importante en los fragmentos secuenciados que impiden
identificar sin lugar a duda la presencia del polimorfismo buscado (Anexo 3). Es posible interpretar esta
imprevista desviacion del marco de lectura por la presencia del polimorfismo rs1040947059 (delTATC>TATC)
(NCBI & NHGRI, 2010), que se manifiesta de manera frecuente en la poblacién, y se define por delecién de
cuatro nucleétidos seguidos; esto significaria que en el caso de las secuenciaciones obtenidas, estos pacientes
podrian corresponder a individuos heterocigotos para este ultimo polimorfismo. Cabe destacar que no existe
literatura o fuentes adicionales que hayan estudiado este polimorfismo, por lo que se entiende que su
incorporacion a la base de datos del genoma humano ha de ser reciente. Para determinar la causa exacta de
esta interferencia en la lectura de la secuencia, mas secuenciaciones del mismo polimorfismo deberian
efectuarse hasta conseguir una lectura limpia de la cromatografia de nucledtidos correspondientes para un
homocigoto salvaje u homocigoto para la variante que no perjudicara la secuenciacion, y asi descartar
interferencias de otro tipo o contaminacion de la muestra secuenciada. Por otro lado, también se definieron
criterios de limite de deteccidon para la exitosa ejecucion del protocolo elaborado, asi como para un
satisfactorio resultado a esperar luego de aplicar la endonucleasa al producto de PCR obtenido. De esta
manera se establecen cantidades minimas de ADNg, de 0,01ng para la variante *1C; 0,1ng para *1D; y 0,01ng

para el SNP *1F.

Los pardmetros de protocolo para el desarrollo de RFLP para los productos de PCR fueron determinados
empiricamente mediante el manejo de variables tales como volumen de producto de PCR, cantidad de
unidades de enzima agregadas y tiempo de incubacion dptimo. Las frecuencias, obtenidas por RFLP-PCR, para
la presencia de los SNP especificos en la poblacién diagnosticada con esquizofrenia refractaria, estan

expuestos en la tabla 5.1 como frecuencias alélicas de las variantes. Mediante el analisis comparativo



bibliografica de las frecuencias alélicas variantes con las halladas en poblacion demograficamente significativa
para la poblacién chilena, fue posible obtener los resultados indicados en el anexo 4. Las frecuencias alélicas
obtenidas para *1C (A38%=32,95%) correlacionan con las frecuencias esperadas en poblacién americana
(p=0,337) y de yoruba, Nigeria (p=0,912), por lo cual no seria posible establecer una correlacion SNP y
actividad metabdlica por falta de estudios que correlacionen fenotipo sobre genotipo en pacientes de
genotipo americano. Para la variante *1D, la frecuencia alélica (delT-2%%4=36,93%), se encontré una similitud
significativa con los resultados obtenidos de poblaciones peruana (p=0,084) y japonesa (p=0,342), donde estd
bien establecida la repercusion metabdlica de la presencia homocigota de este SNP en el metabolismo de la
cafeina (Bageman et al., 2008; Facheris et al., 2008; Sachse et al., 2003), estableciéndose en predominio un
metabolismo rapido. Finalmente, para el polimorfismo *1F, las frecuencias obtenidas (A17=71,59%), coincide
con la mayoria de los estudios genéticos que establecen la dominancia del alelo A por sobre el C; que, aunque
muchos estudios se prefieren la denominacion -163A>C por encontrarse A>50% de la poblacion, se prefiere
denotar al alelo C como el salvaje por carecer de un impacto sobre la actividad metabdlica o induccién del gen
para CYP1A2. Asi mismo, el SNP *1F, coincide en frecuencia con las halladas en poblaciones caucasicas
(britanicas, p=0,749; espafioles, p=0,112; e italianos, p=0,05) y de Yoruba, Nigeria (p=0,719). Estos resultados
coinciden con las prevalencias poblacionales de ascendencia genética presentes en la regidén de Valparaiso.
De estos cabe destacar que todas las frecuencias genotipicas para los SNPs se encontraron en equilibrio de

Hardy-Weinberg (p= >0,05, en los tres SNPs).

Durante el analisis de resultados fue posible visualizar la presencia de mas de un SNP por fenotipo tedrico,
presentandose hasta cinco SNP en uno de los individuos de la poblacién, lo cual sefiala un desequilibrio de los
polimorfismos de CYP1A2 o bien, dado que los estudios genéticos de SNP en su mayoria son efectuados
considerando un SNP y su relacién a cierta manifestacién fenotipica, es posible que la nomenclatura actual en
la que se define un haplotipo por la presencia de un Unico polimorfismo esté errado. Estudios similares de
analisis de multiples SNP también sefialan el mismo hallazgo en caucasicos britanicos (Sachse et al., 2003).
Esto se explica por lo que a nivel cientifico se ha propuesto el concepto de allelic costelation o constelacion
alélica en espafiol, bajo la cual se define a un haplotipo por mas de un SNP presente en el gen. Con relacion a
esto es que se encontraron cuatro genotipos que coinciden con la nomenclatura de genotipo salvaje
(CYP1A2*1A; 5,68%), heterocigoto CYP1A2*1F (21,59%), heterocigoto CYP1A2 *1F/*1D (5,68%) y homocigoto
CYP1A2*1F (11,36%) (Tabla 5.2). El resto de los genotipos obtenidos (56,00%) posee mas de dos heterocigotos
para las variantes o bien homocigoto para una de las variantes y heterocigoto para alguna de las otras, y
componen otros 8 haplotipos diferentes a la nomenclatura tradicional para el gen CYP1A2 (Sim, 2010) (Tabla
5.3). Sobre la base de estos datos, fue posible plantear posibles fenotipos en base a referencias bibliograficas

que plantean la presencia de homocigotos de cualquier variante con una alteracién significativa de la



inducibilidad de la expresion del gen CYP1A2. Es por esto que se presta particular atencidn a los pacientes con
genotipos que presenten A/A380 delT/delT-2%%4, o A/A%7; obteniéndose un 37,51% de los pacientes
posiblemente categorizados como metabolizadores ultrarrapidos y un 62,49% de pacientes que serian
metabolizadores extensivos (Tabla 5.4), los cuales debiesen responder satisfactoriamente a una terapia
estandar con clozapina, manteniendo concentraciones plasmaticas dentro de la normalidad segun dosis
administrada. El conocimiento de este factor genético sobre el metabolismo y su impacto sobre la respuesta
a la terapia, permite emplear estrategias que aseguren la eficacia de la misma, ya sea comenzando la titulaciéon
con dosis mas elevadas, para los pacientes categorizados como MU y sometidos a un inductor enzimatico
(Tabla 1.2); la administracidn conjunta con dosis bajas de alguno de los inhibidores para CYP1A2, que permitan
trabajar con dosis menores de farmaco; o sencillamente optar de inmediato por una combinacién de

neurolépticos que permitan establecer una mejoria con el menor riesgo y pérdida de tiempo en el paciente.

De esta manera, el conocimiento genotipico del CYP1A2 considera una precaucion clinica para los pacientes
sometidos a terapias con farmacos que sean importantemente metabolizados por este algunos presentados
ya en la tabla 1.2, tales como neurolépticos de primera (tioridazina) y segunda generacion (clozapina y
olanzapina), antiparkinsionanos (ripinirol), broncodilatadores (teofilina), analgésicos (aminopirina), AINEs
(nabumetona), relajantes musculares (tizanidina), agentes antirreumaticos (leflunomida), antijaquecosos (del
tipo zolmitriptan), inductores del suefio (melatonina), antihipertensivos (propanolol, verapamilo),
antidepresivos (duloxetina) y anestésicos de bloqueo epidural (ropivacaina) vigentes en el registro sanitario
de Chile (ANAMED, 2017; S.-F. Zhou et al., 2009); teniendo como principal consideracion evitar la exposicion
del paciente a tabaco, hidrocarburos aromaticos policiclicos o a farmacos como fenitoina, fenobarbital,
omeprazol, carbamazepina, ritonavir, rifampicina (Zanger & Schwab, 2013; S.-F. Zhou et al., 2009). Asi mismo
se ha establecido la participacidn de los SNP del CYP1A2 asociados principalmente a los fenotipos MU y ML,
como predictores de riesgo carcinogénico general. CYP1A2 es responsable del metabolismo y bioactivacién a
metabolitos carcinogénicos tal como ocurre para moléculas como el estragol, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y micotoxinas (S. Zhou et al., 2009; S.-F. Zhou et al., 2009), siendo mal prondstico la presencia de
un genotipo MU para estos pacientes. Aun asi esto no responde a un mayor riesgo de desarrollar cancer de
mamas, ya que CYP1A2 metaboliza estradiol generando un metabolito antagdnista de los receptores
estrogénicos, lo cual, en pacientes MU, contribuiria a reducir el riesgo de esta patologia (Bageman et al., 2008;

Sachse et al., 2003).

Aun asi, es importante destacar que las tecnologias y comprension actual del genoma no permiten generar
recomendaciones tajantes, sino que hasta el momento sirven como pauta para agilizar y dar a lugar protocolos

mas personalizados para la terapia en cualquier ambito de la salud. El pilar fundamental para el desarrollo de



una medicina personalizada de alta precisién se encuentra en la capacidad de integrar distintas disciplinas
clinicas a favor de mejorar la calidad de terapia recibida por los distintos pacientes. En este aspecto el
laboratorio clinico, con la aplicacion de distintas técnicas analiticas, forma una herramienta de multiples

posibilidades, especialmente si es dirigida por un profesional capacitado para aprovechar todo su potencial.



7. CONCLUSIONES
e El andlisis por PCR-RFLP para la determinacion de los SNP del gen CYP1A2 para las variantes de
transicion, *1C (-3860G>A), y transversion, *1F (-163C>A), se considera validado, por lo que permite
determinar inequivocamente los genotipos homocigoto salvaje, heterocigoto y homocigoto para

estas variantes.

e La metodologia para determinar el SNP *1D (-2464T>delT) del gen CYP1A2 fue estandarizada acorde
a las tecnologias vigentes para este estudio, pero no validada por secuenciacién, por consiguiente,

estos genotipos se consideran probables.

e Por observar la presencia de mas de dos SNP simultaneamente en los genotipos obtenidos, no es

posible determinar haplotipos clasicos del gen CYP1A2 en todos los pacientes.

e Selogrd determinar en los pacientes integrados en este estudio las variantes metabdlicas probables

segln genotipo, clasificando a estos en metabolizadores ultrarrapidos y extensivos.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento Informado. Hoja 1.

Consentimiento Informado para Estudio Genético: Identificacion de Biomarcadores Asociados a
Sintomas Psicéticos Refractarios en Personas Enfermas de Esquizofrenia

Usted esta siendo invitado, por presentar un diagndstico de esquizofrenia a participar en forma
an6nima y voluntaria, en una investigacion para identificar factores genéticos asociados a la falta de respuesta
a los farmacos para la esquizofrenia. Antes de participar es necesario que comprenda la siguiente informacién
respecto de su propdsito y procedimientos. Si tiene dudas, consulte con el médico investigador, Dr. Alvaro
Cavieres (322508550, lunes a viernes de 9:00 a 17:00) y con algiin familiar

INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE
Algunas personas con esquizofrenia no responden adecuad a los medi s para tratar
los sintomas psicéticos. Se piersa que esto puede deberse a las distintas maneras en que el organismo reacciona
con los medicamentos. Es posible que esto se deba a diferencias genéticas que podrian ser estudiadas, a través
de un examen de sangre. Esta investigacion busca identificar marcadores genéticos presentes en personas
resistentes al tratamiento para la esquizofrenia, en nuestra poblacion.
Procedimientos del estudio
Una vez que usted lea este consentimiento y acepte participar, se le hara firmar este documento, 0
en compaiiia de un familiar (si corresponde). Los procedimientos son:
e  Entrevistas con un psiquiatra para evaluar sus sintomas (45 minutos).
e  Toma de una muestra de 20 ml. de sangre (aproximadamente una cucharada)
Adicionalmente al firmar este consentimiento usted estara también autorizando a los investigadores
para revisar su ficha clinica.
Informacién acerca de las Pruebas
Usted recibira toda la informacién disponible acerca de los resultados de las pruebas realizadas. La
informaci6n que no sea de utilidad para su atencién médica no serd compartida, a menos que sea requerida por
alguna autoridad.

Beneficios
Si usted participa en este estudio pedria beneficiarse al tener mas informacién acerca de como los
medicamentos funcionan en su cuerpo. Esto podria determinar algiin cambio en su tratamiento.
Riesgos
Los riesgos de este estudio son similares a los de la toma de muestra de sangre, para su hemograma
I.Puede tener ion de desmayo.dolor leve, irritacién o enrojecimiento de la zona. En muy raros
casos, puede haber infeccién.

Manejo de las muestras

Las muestras serdn transportadas y almacenadas siguiendo las normas de bioseguridad del
laboratorio de andlisis de la Universidad de Valparaiso. A su muestra se le asignard un c6digo y serd almacenada
en un lugar con llave por un méximo de dos afios, desde la finalizacién del estudio. Después de ese plazo, las
muestras seran destruidas. Si se decide utilizar las muestras para un estudio diferente, se solicitara nuevamente
su autorizacion.

Responsabilidades del Participante

Su responsabilidad consiste en entregar de manera clara la informacién que se le solicita, aceptar
las mediciones y asistir a todos los controles y cumplir con las indicaciones.
Alternativas

Usted tiene la alternativa de no participar en esta investigacion, sin que esto afecte su tratamiento,
siendo libre en la toma de decision y si en algin momento desea dejar de participar, también es libre de hacerlo.
Confidencialidad

Los datos aci obtenidos son totalmente anénimos, solo se presentan en nimero de casos, pero se
guarda la confidencialidad de los participantes. Sdlo el investigador y sus colaboradores sabran que usted estd
participando en €l. Los registros seran identificados con un c6digo y no con el nombre. Si los resultados de este
estudio son publicados, usted no ser4 identificado por el nombre.
Retribuciéon Econémica

No se cancelard dinero por participar en la Investigacion, ni para traslado, ni colacién. En el caso
de ser especialmente citado para la investigacion, el estudio tendra costos para usted asociados a su traslado



Anexo 1.1: Consentimiento Informado. Hoja 2.

Consentimiento Informado para Estudio Genético: Identificacion de Biomarcadores Asociados a
Sintomas Psic6ticos Refractarios en Personas Enfermas de Esquizofrenia

Y0,5c00snsersonsssnsonresnopssuvansennunasnsprprasssovetsrsnanses R, B e , he leido este
documento y recibido suficiente informacion. He tenido oportunidad de efectuar preguntas y recibido respuestas
satisfactorias. Entiendo que mi participacion es voluntaria y que puedo abandonar el estudio cuando lo desee,
sin tener que dar explicaciones y sin que ello afecte mis atenciones médicas.

Entiendo que estoy protegido por lo establecido en la Ley 20120 sobre Investigacion en el Ser
Humano, Decreto 114 y Decreto 30 sobre el reglamento de esa misma Ley y por la Ley 20.584 sobre Derechos
de los Pacientes.

Este estudio de investigacion fue evaluado y aprobado por el Comité Etico Cientifico del SSVSA
e indicar al participante que ante cualquier duda, puede ponerse en contacto con el Presidente del CEC, Dr.
Rodrigo Vergara Fisher (2576581) y/o con los Investigadores Dr. Alvaro Cavieres (2508550) y/o Maximiliano
Abarca
También he sido informado de forma clara, precisa y suficiente, del manejo de los datos personales
que se contienen en este consentimiento e involucrados en esta investigacion: estos seran tratados y custodiados
con respeto, privacidad y proteccién segin la normativa vigente, Ley 19.628.

Declaro que he leido y conozco el contenido de este documento, comprendo los compromisos
que asumo y los acepto expresamente. Y, por ello, firmo este consentimiento informado, de forma voluntaria
para manifestar mi deseo de participar en el estudio: “INVESTIGACION DE BIOMARCADORES
ASOCIADOS A LA RESISTENCIA AL TRATAMIENTO CON ANTIPSICOTICOS EN LA
ESQUIZOFRENIA?”, hasta que decida lo contrario.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos.
Recibiré una copia de este consentimiento para guardarlo y consultarlo en el futuro.

PARTICIPANTE: FAMILIAR O TUTOR LEGAL:
Fecha de Firma Fecha de Firma
MEDICO INVESTIGADOR: DIRECTOR DEL HOSPITAL

Fecha de Firma Fecha de Firma



Anexo 2: Aprobacién Comité de Etica.

El Comité Flice Cientifico del Servicio de Salud Valparaiso San Antonio,
presidido por el Pr. Rodrigo Vergara Fisher, certifica haber recibide, evaluado ¥
aprobado Proyecto: "Identificacion de biomarcadores asociados a  sintomas
psicOlicos refractarios en personas enfermas de esquizofrenia”, con fecha 10 de
Marzo del 2015,

INVESTIGADOR PRINCIPAL; DR, ALVARU-CAVIERES FERNANDEZ
SITIO DE INVESTIGACION; HDS SERVICIO DE SALUD VALPARAISO SAN ANTONIO

Documentacién Aprobada:

} Protocolo dein%éstigaciéu “Identificacion de biomarcadores APE@MﬁH‘!
- asociados a sintomas psic6ticos refractarios en personas i
- enfermas de esquizofrenia”

' Formulario de Consentimiento Informado  Genético estudio | APROBADD
“ldentificacion de biomarcadores asociados a sintomas
_psicoticos refractarios en personas enfermas de esquizofrenia” |

Saluda atentamente a Usted,

L BALUD YALPARAISO :
i § »
¢ PRESIDENTE ,
v - b
R 15
E L]
8 e é
i 3 i
DR. RODRIGO-¥ERGARA FISHER

PRESIDENTE CEC
SERVICIO DE SALUD VALPARAISO-SAN ANTONIO



Anexo 3: Cromatogramas de secuenciacion obtenidos de un mismo paciente para el polimorfismo
CYP1A2*1D.

Secuencia forward
—

GAGACATAGATTTTTTTTTTTTTTTTCTATCGTTTGA

JIHIY

ITTTTTTTTTTTTTTTTCTATCGTTTGA

CTCTGTATCT

CTCTGTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAGATAGCAAACT

—
Secuencia reverse

Figura 1. Cromatogramas de secuenciacidn para paciente en estudio para la variante -
2464T>delT, sefialando punto en el que ocurre un cambio en el marco de lectura de la
secuencia. Las flechas indican la direccién en que se realizd la técnica. Las secuencias
escritas en color azul corresponden a la secuencia tedrica (NCBI & NHGRI, 2010), y la
secuencia en color gris corresponde a la secuencia arrojada por el equipo, asi mismo la
demarcadas color amarillo indican los nucleétidos que fueron establecidos solo por
complementariedad de bases entre ambas sefales de secuenciacion forward y reverse,
y que no presentaban correlacidn segun nucledtido tedrico y sefial analitica de manera
directa. En letra mas gruesa se indica la secuencia TATC, relacionada con el
polimorfismo rs1040947059 (delTATC>TATC), posible origen del desplazamiento del
marco de lectura detectado por el equipo Fuente: disefio propio.



Anexo 4. Tablas de frecuencia alélica y correlacion con otras poblaciones.

Tabla 1.: Comparacién de frecuencias alélicas obtenidas para las variantes y las presentes en distintas etnias
relacionadas al genoma chileno.

Frecuencia alélica (%)

Poblacién -3860 G>A -2464 T>delT -163 C>A
Caucasicos G A T delT C A

Britdnicos (n=182) 98,90 1,10 93,41 6,59 26,92 73,08

Espafioles (n=214) 99,07 0,93 95,79 4,21 35,98 64,02

Italianos (n=214) 97,66 2,34 89,72 10,28 37,85 62,15
Americanos

Peruanos (n=170) 31,76 68,24 53,91 46,09 13,53 86,47

Mexicanos (n=128) 61,72 38,28 25,29 74,71 26,56 73,44
Africanos

Nigeria (n=216) 67,59 32,41 48,15 51,85 45,83 54,17
Asiaticos

Japoneses (n=208) 76,92 23,08 60,58 41,67 39,90 60,10
Resultados (n=176) 67,05 32,95 63,07 36,93 28,41 71,59

Concordancia segtin resultados

Poblacién A (32,95%) delT (36,93%) A (71,59%)
Caucasicos Valor-z Valor-p Valor-z Valor-p Valor-z Valor-p
Britanicos 8,0663 0,0000 6,9851 0,0000 -0,3151 0,7490
Espafioles 8,7224 0,0000 8,2004 0,0000 1,5875 0,1118
Italianos 8,1736 0,0000 6,2910 0,0000 1,9642 0,0500
Americanos
Peruanos -6,5634 0,0000 -1,7292 0,0836 -3,3914 0,0007
Mexicanos -0,9607 0,3371 -6,5150 0,0000 -0,3561 0,7188
Africanos
Nigeria 0,1134 0,9124 -2,9525 0,0318 3,5341 0,0004
Asiaticos

Japoneses 2,1557 0,0308 -0,9467 0,3421 2,3578 0,0183



