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Resumen

Algunos alelos del gen CYP2C19 producen enzima
con actividad catalitica defectuosa, pero este gen
no ha sido caracterizado en mestizo suramericano
ni en caucasico espafiol. Nos propusimos
determinar la prevalencia y comparar los alelos
CYP2C19*1 (nativo), CYP2C19*2, CYP2C19*3,
CYP2C19*4, CYP2C19*5, CYP2C19*6 vy
CYP2C19*8 en muestras de poblacion mestiza
colombiana y caucéasica espafola. Para ello
genotipificamos 189 colombianos y 183 espafioles
mediante la técnica de mini-secuenciacion con el
ABI Prism SNaPshot Multiplex System.

Entre los colombianos encontramos 83.6% de
portadores de los dos alelos nativos (fenotipo EM,
metabolizador rapido), 15.3% de heterocigotos
para un alelo no funcional (fenotipo IM,
metabolizador intermedio) y dos personas (1.1%)
portadoras de los dos alelos no funcionales
(fenotipo PM, metabolizador pobre). El 77% de
esparioles son portadores de los dos alelos nativos
(EM), 21.8% son heterocigotos para un alelo no
funcional (IM) y el 1.1% son homocigotos * 2/* 2
(PM). El equilibrio de Hardy-Weinberg se confirmé
para la distribucién genotipica de ambos grupos.
En los dos grupos la variante mutada *2 fue la
mas frecuente, sélo en un individuo espafiol se
encontré el alelo *4, y los alelos *3, *5, *6 y *8
no se hallaron en ninguno de los dos grupos. No
hubo diferencias significativas en las prevalencias
alélicas y genotipicas de los dos grupos étnicos
comparados, 1o cual permite suponer que también
sean semejantes las respuestas farmacogenéticas
relacionadas con el metabolismo de los
medicamentos que son sustratos de la enzima
CYP2C109.

Palabras Clave: farmacogenética, gen CY P2C19,
polimorfismo genético.
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Abstract

Gene CYP2C19ispolymorphic, with aserieof alleles
that codify enzymes with null or minimum catalytic
activity towards their substrates, but genotypic or
phenotypic studies of thisgenein many populationsdo
not exist, including the South American Mestizo and
Caucasians Spaniards. We determined the prevalence
and compared the alleles CYP2C19*1 (wild-type),
CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4,
CYP2C19*5, CYP2C19*6y CYP2C19*8 in samples
of Spanish Caucasian and Colombian Mestizo
populations. For this purpose we genotyping 189
Colombians and 183 Spaniards using the
mi nisequentiation Multiplex SNaPshot assay.
Between Colombians we found 83.6% of carrier of
the two wild-type allel es (extensive metabolizer, EM),
15.3% of heterozygous of one nonfunctional allele
(intermediate metabolizer, IM) and two persons (1.1%)
carriersof two nonfunctional alleles (poor metabolizer,
PM). 77% of Spaniardsare carrier of both nativealleles
(EM), 21.8% are heterozygous of one nonfunctional
alele(IM) and the 1.1% are homozygous * 2/* 2 (PM).
The Hardy-Weinberg equilibrium was confirmed to the
genotype frequencies of Mestizos and Spaniards.

In both groups the nonfunctional variant *2 was the
most frequent, only inanindividual Spaniard wefound
the*4 allele, andthe* 3, *5, *6 and * 8 alleleswere not
found in neither groups. The alelic and genotypic
prevalences of the CYP2C19 gene are statistically
similarsamong the two ethnic groups compared. These
data suggest that there are not differences in
pharmacogenetic responses among Colombian
M estizos and Spanish Caucasians, in relation to drugs
that are metabolized by CY P2C19 enzyme.

Key words: CYP2C19 gene, genetic polymorphism,
pharmacogenetics.
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Introduccién

El citocromo P-450 2C19 (CY P2C19), un miembro de
lasuperfamiliade enzimas xenaobiéticas del citocromo
P-450, es responsabl e de la formacién de metabolitos
activos o inactivos de una variedad de farmacos de
uso frecuente, tales como inhibidores de la bomba de
protones (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol),
antidepresivos (cital opram, moclobemide, imipramina,
clomipramina, amitriptiling), benzodiazepinas (diazepam,
flunitrazepam, clobazam), antiepilépticos (valproato,
fenitoina), propranolol y proguanil (1-5).

El gen CYP2C19 contiene una serie de polimorfismos
deun solo nucledtido (single nucl eotide polymorphisms,
SNPs) que codifican enzimas con actividad catalitica
nula o minima hacia sus sustratos (tabla 1). Dicho
polimorfismo divide las poblaciones en tres subgrupos
fenotipicos: metabolizadores répidos (EM),
metabolizadores intermedios (IM) y metabolizadores
lentos (PM). Ladeficienciaenzimatica se heredacomo
un rasgo autosdmico recesivo (6). Lasfrecuenciasy los
tiposdealelosvarian entrelos diferentes grupos étnicos.
Asi, del 13 a 23% delosorientales son metabolizadores
lentos, con los alelos defectuosos * 2 y * 3 responsables
de mas del 99% de los individuos PMs (7). Entre
caucésicos € aelo *2 es e responsable de la mayoria
delosindividuos PM (2-5% delapoblacién), lavariante
*3esmuy rara, y se han reportado pequefiasfrecuencias
de los otros aelos descritos en la tabla 1 (8-10). En
poblaciéon negra se han hallado algunas mutaciones
nuevas (*9, *10, *12) y la prevalencia de individuos
PMsesde 4 a 8% (11,12). Recientemente se reportd
un nuevo alelo responsable del metabolismo ultrarrgpido

del omeprazol (13).

Las consecuencias clinicas del polimorfismo del gen
CYP2C19 aln no han sido dilucidadas en detalle, pero
pueden ilustrarse con el caso de los medicamentos
inhibidores de la bomba de protones (omeprazol,
lanzoprazol y pantoprazol). Las personas pertenecientes
a fenotipo EM metabolizan estos farmacos a una
velocidad tal que requieren dosis hasta cuatro veces
mayores que los individuos con fenotipo PM, para
alcanzar concentraciones séricasy efectossimilaresdel
farmaco (14,15).

No existen estudios genotipicos o fenotipicos CY P2C19
en muchas poblaciones, incluyendo el mestizo
suramericano'y, aungue el polimorfismo genético 2C19
esta bien descrito en caucésicos europeos, sélo
encontramos en la literatura un reporte referido
especificamente a espafioles (16,17). Como se sabe, €
caucasi co espafiol esta relacionado ancestralmente con
€l mestizo latinoamericano, enlamedidaqueel espariol
contribuy6 a megtizgje, junto con e amerindioy € negro
africano. El grado de microheterogeneidad en la
estructura y expresion del gen CYP2C19 entre estos
dos grupos étnicos seria un reflejo del aporte del
caucasico espafiol al mestizaje latinoamericano.
Adicionalmente, la genotipificacion CYP2C19 da
informacion Util para el empleo de farmacos sustratos
de esta enzima a dosis mas acordes con el perfil
farmacogenético de cada grupo étnico (18).

En este estudio nospropusimosdeterminar laprevalencia
de los genotipos y alelos CYP2C19*1 (nativo),
CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4,
CYP2C19*5, CYP2C19*6 y CYP2C19*8 en sendas
muestras de poblacién mestiza colombianay caucasica
espafiola, y comparar losgenotiposy frecuenciasaélicas
halladas en estos dos grupos rel aci onados étnicamente.

Tabla 1. Principales alel os mutantes del gen CYP2C19 asociados con el fenotipo PM (poor metabolizer).

ALELO DESCRIPCION EFECTO

CYP2C19%2 GeesA en el exdn 5 Defecto splicing

CYP2C19°3 GraeA en el exon 4 Coddn de terminacion prematuro, proteina
truncada

CYP2C19°4 A3 en el exon 1 Met,Val, se bloguea |a traduccion de |a
proteina

CYP20718°5 Cozar 1 &0 el exon 9 Argas 1rp, incapacidad de la apoproteina
para incorporar el grupo hemao.

CYP2C1976 GasAoen el exon 3 Arg 3 Gin, enzima inactiva

CYP2C19"8 Ta:C en el exon 3 Trp:apfrg , enzima inactiva

7

Rev Med Risaralda, 12 (1), Mayo de 2006



REVISTA MEDICA DE RISARALDA

Materiales y métodos

Individuos. 189 colombianos y 183 esparioles sanos,
de ambos sexos, ho consanguineosy mayores de edad
fueron genotipificados. Cada participante fueinformado
sobreel proyectoy firmo su respectivo consenti miento
informado. Este protocol o fue aprobado en lacategoria
deinvestigacion con riesgo minimo, seguin laresolucion
No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia

Genotipificacion. Paralagenotipificacion seaplicola
técnica de mini-secuenciacion o “ddNTP primer
extension”. Las referencias sobre las localizaciones
de los nucleotidos estan basadas en la secuencia del
gen CYP2C19 obtenida de la base de datos GenBank,
nimero de acceso AY 796203. Previa extraccion del
DNA gendmico de células obtenidas por escobillado
buca o manchas de sangre, utilizando el método de
extraccién desde tarjetas FTA, se procedio a la
amplificacion de 5 fragmentos del gen CYP2C19
correspondientes a los exones 1, 2-3, 4, 5y 9 con

tamafios de 410, 719, 310, 410 y 529 pares de bases,
respectivamente, en los cuales quedan incluidos los
SNPs a ser estudiados. La PCR se llevo a cabo en un
volumen total de 25ul con 100-200ng de DNA
gendémico, 1x debuffer PCR, dNTPs 0.2mM, 0.4uM
de cada uno de los primers usados por Morita et al
(19) (tabla 2), MgCl, 25mM y 0.8U de Tagq DNA
polimerasa (Invitrogen, Brazil). La amplificacion se
realiz6 en un termoci clador automatico (DNA Thermal
Cycler PJ 2000, Perkin Elmer) con los siguientes
pardmetros. un paso inicial de desnaturalizacion por 5
min a 94°C, seguido por 35 ciclos a 94°C por 1 min,
57°C por 1 min, 72°C por 1 min, con una extension
final a 72°C por 5 min. Los productos PCR se
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa a
2%y sevisuaizaronen el lector degeles GelDoc. Las
bandas cortadas se purificaron con el Kit GFX
Purification (Amersham Pharmacia Biotech). Usando
este producto amplificado como plantilla, seefectuaron

Tabla 2. Secuencias de |os primers usados en la PCR de pre-amplificacion (ref. 21)

y en |las reacciones SNaPshot multiplex.

USADO PARA

SECUENCIAS DE PRIMER (5" a 3')

Amplificacion de
fragmenfos en :

Exon 1 agtggocctaggtgattggecactt
Icaaagliatittacttiacaalgatcts

Exones 2-3 atacaalgaasatalgaatciaag
caggaciccaaataaaagaic

Exon 4 gcitttaagggaaticatagg
aasatgtacticagggettgg

Exon 5 caaccagagcitggeatatig
tgatgcttactggatattcatge

Exon 9 alctactcatcocicotatgaticaceg

alglggeacicastglaactatiataga

Deteccion de alelos :

"2 aataattttcccactatcattgattatttcec
*3 aaaacatcaggattgtaagcacccocty
*4 agaggagaaggctica
*5 gacagclcealgcgggocaggecclcicocacacaaalo
6 ggcgtitclceetecatgacgetge
"B ittcagcaatggaaagaga
8

Rev Med Risaralda, 12 (1), Mayo de 2006



REVISTA MEDICA DE RISARALDA

las reacciones de multiplex en un solo tubo para la
deteccion delaformanativadel geny delasmutaciones
*2,*3,*4, *5, *6 y *8.

La mini-secuenciacion se realizo con e kit ABI Prism
SNaPshot ddNTP Primer Extension (PE Applied
Biosystems), con base en el método propuesto por
Bernat M et al (20). Lasreaccionesdeextension ddNTP
delosprimersserealizaron en un volumentotal de 10yl
conteniendo 0.01 a0.4pmol/ul del amplicon, 0.15pmol/ul
de cadauno de los primers (tabla 2) y 5ul delamezcla
de reaccion SNaPshot que contiene Amplitag DNA
polimerasa FS y los dye-terminator marcados. La
amplificacion sehizo durante 25 ciclosbgjolassiguientes
condiciones. desnaturalizacion a96°C por 10s, anillgea
50°C por 5sy extension a60°C por 30s. Los productos
resultantes se inyectaron el ectroquinéticamente por 5s
a 15kV y se sometieron a electroforesis por 24 min a
15kV, 9uA y 60°C en un capilar de 36 cm de longitud,
usando e POPA4 (performance optimum polymer 4) con
el laser a potencia constante de 9.9mW. Los datos se
analizaron por € color de los picosy €l tamafio de los
fragmentos, mediante e software Genemapper Analysis
(PE Applied Biosystems).

Cond propésito de verificar lasmutacionesencontradas
eidentificar alteracionesadicionaesdel gen CYP2C19,
setomaron como plantillas paraposterior secuenciacion
los productos amplificadosdelosexones 1, 2-3,4,5y
9. Las secuenciaciones se realizaron en el equipo
secuenciador de DNA ABI Prism 3100 Avant Genetic
Analyzer, siguiendo lasinstruccionesdel fabricante.
Manejo estadistico. Las frecuencias alélicas se
calcularon apartir del nUmero observado de cadaalelo
y del nimero de cromosomas examinados. Los
individuos se clasificaron de acuerdo con su genotipo
de estamanera: aloshomocigotos parael alelo nativo
selespredicee fenotipo EM, mientrasalos portadores
de uno o dos alelos mutados se les predice el fenotipo
IM o PM, respectivamente. La significancia de las
comparacionesy €l equilibrio de Hardy-Weinberg se
establecieron mediantelapruebade Chi cuadrado. Para
el andlisis de las diferencias alélicas y genotipicas se
utilizaron intervalosde confianzadel 95%. Losandlisis
estadisticos se realizaron en el software SPSS 10.0
paraWindow y se consideraron significativos valores
dep <0.05.

Tabla 3. Frecuencias de los aelos y genotipos CYP2C19 entre mestizos colombianos

(n=189) y caucasicos esparioles (n=183).

Mestizos Caucasicos p*
Colombianos Espanoles

Alalos n fracuencia (95% CI) M frecuencia (25% Cl)

CYP2C19

*1 345 0.913 (D.8B5-0.941) 322 0.88 (0.847-0.913)

"2 33 0.087 (D.058-0,115) 43 0.117 {0.084-0.15)

3 0 0.0 0 0.0

*4 0 0.0 1 0.0:03 (0.002-0.009)

2 0 0.0 0 0.0

"B 0 0.0 0 0.0

"8 0 0.0 0 0.0 NS

Genolipos

CYP2C19

i i 158 0.836 (0.783-0.889) 141 0.77 (0.71-0.831)

2 29 0.153 (0.102-0.204) 39 0.213 (0.154-0.272)

"1/%4 0 0.0 1 0.005 (0.005-0.015)

22 2 0.011 (0.004-0.03) 2 0.011 (D.004-0.03) NS

& Chi cuadrada para las diferencias entre mestizos colombianos y caucésicos espaioles. NS: no significativo.

95% CI: intervalo de confianza del 95%.
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Resultados

Los DNA genémicos de 189 colombianos y de 183
esparioles fueron sometidos a tipificacion del gen
CYP2C19. Seinvestigaron las mutaciones* 2, *3, *4,
*5,*6y*8, las cuales estan rel acionadas con actividad
deficiente de la enzima. Entre los colombianos
genotipificados se encontraron 158 portadores de los
dos alelos nativos (genotipo *1/*1, 83.6%), que
corresponderian al fenotipo EM, 29 individuos
heterocigotos paraun alelo no funcional (genotipo* 1/
*2, 15.3%) que corresponderian al fenotipo IM, y dos
personas portadoras de los dos alelos no funcionales
(genctipo* 2/* 2, 1.1%) pertenecientesal fenotipo PM.
Entre los espafiol es se encontraron 141 portadores de
los dos aelos nativos (genotipo *1/*1, 77%), que
corresponderian al fenotipo EM, 40 individuos
heterocigotos paraun aelo no funcional (genotipos* 1/
*2 y *1/*4, 21.8%) que corresponderian al fenotipo
IM, y dos personas homaocigotos *2/*2 (1.1%)
pertenecientes al fenotipo PM. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre los genotipos
CYP2C19 de los dos grupos analizados (tabla 3). El
equilibrio de Hardy-Weinberg se confirmé para la
distribucién genotipica tanto de los mestizos
colombianos (Chi=0.26; df=2; p=0.88) como de los

calicasi cos esparioles (Chi=0.15; df=3; p=0.98).
Tanto en espafioles como en colombianos la variante
mutada* 2 fuelamas prevalente (figura l); sdloenun
individuo espafiol se encontrd €l alelo *4, y losalelos
*3,*5,*6 y *8 no se hallaron en ninguno de los dos
grupos. Tampoco existen diferencias significativasen
las frecuencias alélicas de los dos grupos étnicos
comparados (tabla 3).

Discusién

El polimorfismo de los genes que codifican enzimas
metabolizadoras de farmacos es la causa principal de
la variabilidad interindividual e interétnica de la
respuestaalos medicamentos (21). El control genético
delaactividad delaenzima CY P2C19 explicaque en
cualquier poblaciénlosindividuos se pueden categorizar
como metabolizadoresrgpidos, intermedioso lentos de
los farmacos que son sustratos de dicha enzima. Este
estudio es el primero en caracterizar y comparar 1os
genotipos CYP2C19 de una muestra de poblacién
caucasi ca espariola con otra mestiza colombiana, cuyo
antecedente genético comprende la mezclatriétnicade
amerindio, negro africano y caucasi co espafiol.

Para €l grupo europeo, los resultados de este estudio
estén cercanos a rango de la prevalenciade PM del 2

Figura 1. Electroferogramas correspondientes a los genotipos *1/*1 (&), *1/*2 (b) y *2/*2 (c).
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a 5% reportada entre caucésicos, con € alelo *2 como
responsable de la mayoria de los individuos
metabolizadoresintermediosy lentos; deigua modo, las
variantes no encontradas por nosotros (*3, *5, *6 y
*8) son raras también entre caucasicos europeos (7).

El perfil genético hallado en |os mestizos colombianos
separece méasa delos caucasicos espariolesde nuestro
estudio que a de otros grupos étnicos reportados,
incluyendo al negro africano, con quien también €l
mestizo estd emparentado genéticamente (7, 8, 11).
Tales similitudes permiten suponer que también sean
muy semejantes las respuestas farmacogenéticas de
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