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1. RESUMEN

El tamoxifeno (TMX) es un farmaco utilizado ampliamente como terapia adyuvante para el cancer
de mama (CM) con receptor de estrdgeno positivo (ER+). La respuesta interindividual al TMX
es variable, en parte debido a factores genéticos, principalmente a variaciones en el gen CYP2D6.
Este gen se encuentra involucrado en la metabolizacion del TMX generando su metabolito activo,
el endoxifeno, por lo que su funcionalidad se relaciona con la biotransformacion y efectividad del
TMX en los pacientes.

Segun la actividad de la enzima CYP2D6, las personas pueden ser clasificadas en cuatro fenotipos
metabolizadores distintivos: metabolizadores ultrarrapidos (UM), metabolizadores normales

(NM), metabolizadores intermedios (IM) y metabolizadores pobres (PM).

El objetivo general de este trabajo fue conocer el estado genético y epigenético de CYP2D6 en la
poblacién uruguaya. Ademas, realizar un estudio de la farmacogenética del TMX en un grupo de
pacientes con CM a partir estos datos. Los objetivos especificos fueron determinar en la poblacion
uruguaya las frecuencias alélicas de los polimorfismos *3, *4, *6, *9, *17 y *41 de CYP2D6, y
las frecuencias de las variaciones en el nimero de copias (CNV), incluyendo las duplicaciones
(CYP2D6xN) y deleciones (CYP2D6*5) génicas. Adicionalmente, se estudid el estado de
metilacion del gen CYP2D6. Ademas, se investigo la correlacion entre el genotipo de CYP2D6

de los pacientes con CM tratados con TMX, con los datos clinicos y su respuesta al tratamiento.

Se encontré que los polimorfismos del gen CYP2D6 gue otorgan una funcion nula o decrecida en
la enzima estan presentes en la poblacion uruguaya, siendo el polimorfismo *4 el de mayor
frecuencia (17.8%) y similar a lo reportado en poblaciones europeas. Por otra parte, se encontrd
gue las CNV son poco frecuentes (1%) en comparacidn con el resto de las poblaciones de la region
y otras poblaciones caucésicas. Finalmente, en todas las muestras analizadas, la isla CpG

estudiada se encontraba metilada.

La mayoria de los individuos analizados en este trabajo mostraron un fenotipo NM (65%), los
individuos IM representan un 30%, y los individuos PM un 5%, siendo estos dos Ultimos los que

no podrian verse beneficiados por la dosis estandar de TMX.

El anélisis estadistico en las pacientes con CM bajo tratamiento con TMX, no mostrd asociacion
significativa entre la presencia de un genotipo CYP2D6, con respecto a su resultado clinico.
Tampoco se encontrd ninguna asociacion con otras variables analizadas como el tabaquismo, el

uso de anticonceptivos orales y el estado menopadsico.



La escasa informacion sobre CYP2D6 en las poblaciones de América Latina, impide la
extrapolacion de conclusiones desde estudios clinicos realizados en otros grupos étnicos. La
realizacion de estudios que incluyan la comparacion étnica de perfiles farmacogendémicos entre

poblaciones son un aporte para resolver esta dificultad.



2. INTRODUCCION

2.1 GENERALIDADES DEL CANCER DE MAMA
2.1.1 Epidemiologia del CM

El cancer es un problema epidemioldgico importante en Uruguay. Considerando ambos sexos, el
cancer es la segunda causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares,
representando una quinta parte (20,1%) de todas las muertes registradas en el afio 2021 en el pais,
superando inclusive a las defunciones causadas por la COVID-19 (13,2%). Se registran mas de
16.000 casos nuevos por afio y aproximadamente 8.000 uruguayos mueren a causa de la
enfermedad®.

En particular, el CM es una enfermedad de creciente preocupacion para la salud puablica a nivel
mundial (Figura 1). En 2020 fue la neoplasia de mayor incidencia, con 2.26 millones de casos en
el afio, provocando la muerte de aproximadamente 685.000 personas en el mundo. En la mujer,
es la neoplasia que presenta la mayor mortalidad, representando el 15% de las muertes por cancer?
(Figura 2). Para 2040, la OMS estima que la incidencia mundial del CM aumentara en un 89.7%

y la mortalidad en un 104%, respecto a la actualidad®.

La mortalidad por cancer en Montevideo, es mayor en comparacién al resto de Uruguay. En
conjunto, los datos sugieren que la urbanizacién acompafia el aumento de personas afectadas por
habitante. Las zonas costera y central de Montevideo aparecen asociadas a una alta incidencia de

CM, préstata, colon y recto, tumores que son los mas frecuentes en paises desarrollados®.

En Uruguay, el CM es el cdncer més frecuente en mujeres, registrandose casi 2000 casos anuales.
También es la primera causa de muerte por cancer en mujeres, dando cuenta de casi 690 muertes
anuales®. Se estima que al menos 1 de cada 11 mujeres uruguayas presentara CM a lo largo de su

vida®.



°® °

Tipos de cancer (Mortalidad)
Mama Higado
Cuello uterino Estémago
Pulmaén Esodfago
Colorrectal

-Sin datos :'No aplica

Figura 1. Tipos de canceres por pais con mayor incidencia entre las mujeres. Modificado de GLOBOCAN?,

Tipos de cancer (incidencia)
Mama
Cuello uterino
Higado
Pulmon
Tiroides

[ sin datos [_]No aplica

Figura 2. Tipos de cénceres por pais con mayor mortalidad entre las mujeres. Modificado de
GLOBOCANS.

2.1.2 Factores de riesgo ambientales

Los principales factores de riesgo asociados al CM son la edad, la obesidad, el uso de
anticonceptivos orales, el estado menopausico, el tabaquismo, el consumo de alcohol, y los
factores genéticos’. Otro tipo de factores de riesgo como los socioeconémicos®® y el trabajo
nocturno®™ se han visto relacionados con una predisposicion a contraer CM. Contrariamente, la

lactancia materna y la actividad fisica son factores protectores frente la enfermedad™*2.



2.2 PRINCIPIOS GENERALES DE LA FARMACOGENETICA

2.2.1 Definicion y objetivos de la farmacogenética

El término «farmacogenética» fue definido por Friedrich Vogel en 1959 como el estudio de la
variabilidad heredada en la respuesta a los farmacos (Figura 3). Esta disciplina se ha convertido
en un area de gran importancia en la practica clinica, con peculiar énfasis en aquellas
especialidades médicas que necesitan conocer la variabilidad interindividual existente en la
respuesta a un mismo farmaco. La farmacogenética se encarga de estudiar a los genes
involucrados en los procesos de absorcion, metabolismo, distribucion, y excrecion de los
farmacos. Abarca, no solo el estudio de las variaciones en todas las caracteristicas del ADN, sino
también cambios en los diferentes niveles de expresién génica, que afecten la respuesta
farmacoldgica. El objetivo de estudio son los genes involucrados en la respuesta a un farmaco,

desde los que codifican sus receptores, transportadores y blancos de accion, hasta los que

13,14

codifican las enzimas metabolizadoras de farmacos

Misma enfermedad / Mismo farmaco prescrito y dosis administrada

Respuesta efectiva Sin respuesta o Toxicidad y
respuesta pobre efectos adversos

Figura 3. Esquema del principio de farmacogendmica. En un grupo de pacientes con la misma enfermedad
y a los que se les indica una misma prescripcion del farmaco (mismo régimen, misma dosis), un grupo de
pacientes responderd bien al tratamiento (representado en verde), otros fracasaran parcial o totalmente al
tratamiento (representado en azul), mientras que otros desarrollaran reacciones adversas al medicamento
leves o incluso letales (representadas en rojo). Extraido de Patrinos et al*S.



A comienzos del siglo XX, la variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos se le
atribuia a la propia variabilidad bioldgica relacionada con la absorcion, distribucion,
metabolizacién y excrecion de los farmacos, y era la farmacologia la disciplina encargada de dar
una explicacion a esta variabilidad. Sin embargo, no siempre podia explicar porque a una misma
dosis un paciente presentaba una respuesta terapéutica buena al farmaco administrado, mientras
otro paciente con la misma enfermedad presentaba un tratamiento sub-Optimo, reacciones
adversas o incluso alcanzaba la muerte. En 1959, las variaciones genéticas se empezaron a
considerar como un factor que puede explicar la diversidad en la respuesta a los farmacos y la
farmacogenética se establecié como la disciplina responsable de su estudio’®. Los diferentes

factores que pueden determinar las diferencias interindividuales en los farmacos se muestran en

la Figura 4.
Fisiologicos Patofisiolégicos Ambientales
Edad Funcion renal Tabaco
Sexo Funcion hepatica Alcohol
Peso Funcion cardiovascular Alimentos y toxinas
Grasa corporal Enfermedades concomitantes
Funcion gastrointestinal

Genéticos Otros
Expresion génica Interacciones farmacoldgicas
Deleciones/duplicaciones del Adherencia al tratamiento
gen .
Alergias
Polimorfismos

Figura 4. Factores que influyen en variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos.

2.2.2 Caracteristicas generales de los procesos farmacol6gicos

Los farmacos, tras ingresar al organismo sufriran procesos de adsorcion, distribucion,
metabolizacidn y excrecién (ADME). En estos procesos se va a determinar su llegada a la biofase,
lugar donde se da la interaccion con la diana farmacolédgica para desencadenar la respuesta
farmacol6gica deseada y su eliminacion, para evitar efectos toxicos por acumulacién. En los
procesos ADME intervienen una serie de uniones a transportadores especificos, enzimas
responsables de la biotransformacion y receptores, cuyos genes difieren de unos individuos a

otros, lo que puede explicar en parte las diferencias en la respuesta a los medicamentos*’. Por ello,



es razonable pensar que se puede predecir la respuesta a los farmacos a partir de sus caracteristicas
genéticas.

Las enzimas encargadas de metabolizar y realizar la transformacion de los farmacos se encuentran
fundamentalmente en el higado. Las reacciones involucradas en el proceso de metabolizacion
tienen lugar en dos fases, las reacciones de fase I, consisten en reacciones de oxidacion y
reduccidn, asi como en reacciones de hidrolisis que producen un aumento en la polaridad de la
molécula. Estas modificaciones son necesarias para producir el metabolito activo y/o aumentar la
solubilidad de la molécula en el agua para permitir su excrecién. Por otra parte, las reacciones de
fase Il son reacciones de conjugacion, en las cuales el farmaco o el metabolito procedente de la
fase | se acopla a un sustrato enddgeno, lo cual casi siempre inactiva al farmaco y facilita su

excrecion.’
2.2.3 Profarmacos y farmacos de accion directa

Existen farmacos que no necesitan ser transformados para actuar en su diana terapéutica, los
cuales se denominan farmacos activos. Por otra parte, hay farmacos que son inactivos y necesitan
metabolizarse en el organismo para generar su metabolito activo y se los denomina profarmacos.
En otros casos, la accion farmacoldgica del metabolito se suma a la del farmaco original. La
importancia clinica de los metabolitos activos depende de su actividad intrinseca y de la
concentracion plasmatica que alcanzan en relacion con el farmaco original. La farmacocinética
de los metabolitos puede ser mas variable que la del farmaco original ya que depende de la
variabilidad en su formacion (es decir, de los factores que alteran el metabolismo del farmaco

original) y de la variabilidad en su propia eliminacion®’.

En el caso de farmacos activos de accidn directa, los procesos de metabolizacion disminuyen la
concentracion de éstos en el plasma y la biofase, disminuyendo su accion terapéutica. En cambio,
en los profarmacos si bien los procesos de metabolizacion tienden a reducir su concentracion en
el plasmay en la biofase, también tienden a aumentar la concentracion de sus metabolitos activos,
aumentando su accién terapéutica. La concentracion de los metabolitos activos, dependeran de la

dotacion enzimatica de cada individuo®’.

2.2.4 Fenotipos metabolizadores de farmacos

El término fenotipo metabolizador describe la respuesta de una persona al procesamiento de
ciertos farmacos. El mismo puede ser determinado cuantificando la metabolizacién de una enzima
involucrada en el metabolismo de un farmaco. La determinacién del genotipo en un individuo
permite inferir en parte su fenotipo metabolizador, pero no lo determina, ya que existen otros

factores involucrados.



Existen cuatro fenotipos metabolizadores relacionados con la respuesta de un paciente frente a las
distintas terapias farmacoldgicas®™.

Metabolizadores normales (NM): Metabolizan los farmacos logrando alcanzar el beneficio

terapéutico en una dosis estandar.

e Metabolizadores intermedios (1IM): Metabolizan los farmacos de manera lenta comparada con

el fenotipo NM. En el caso de los profarmacos podria requerir un aumento de dosis.

e Metabolizadores lentos o pobres (PM): Poseen deficiencia para metabolizar los farmacos;

este tipo de fenotipo requiere menores dosis del medicamento cuando es un farmaco activo.

Para el caso de los profarmacos, el paciente precisa un aumento de dosis.

e Metabolizadores ultrarrapidos (UM): Se caracterizan por tener mayor capacidad metabolica.

La dosis estandar del farmaco es metabolizada de forma inmediata y como resultado su
concentracion en plasma disminuye. Para farmacos activos el paciente precisa un aumento de
dosis, mientras que para los profarmacos es recomendable disminuir la dosis para evitar

efectos adversos.

2.3 HORMONOTERAPIA PARA CANCER DE MAMA

El tratamiento hormonal en CM esta dirigido a pacientes cuyos tumores expresan receptores
hormonales (HR+), ya sea receptores de estrogenos (ER+), progesterona (PR+), 0 ambos, siendo
el subtipo ER+ el CM méas comun. Los dos ER estructuralmente relacionados e involucrados en
el CM son el ERa y ER, los cuales ofician de factores de transcripcion en la glandula mamaria
normal al unirse el 17p-estradiol (E2), translocandose al nucleo y controlando la proliferacion y

diferenciacion celular®®.

Los dimeros de ER se unen a la region potenciadora en el ADN denominada elementos de
respuesta a estrégeno (ERE) de los genes diana y reclutan coreguladores que modulan su actividad
transcripcional® (Figura 5). La isoforma ERa es el agente predominante de la actividad
mitogénica en el tejido mamario y se sobreexpresa en las primeras etapas del CM, convirtiéndolo

en una diana terapéutica®.
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Figura 5. Vias de sefializacion del RE, donde se observa el mecanismo de regulacion transcripcional
estrogénico asociado a regiones ERE y el mecanismo independiente de regiones ERE. Modificado de
Feng et al?%.
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El tratamiento del CM ER+ comprende intervenciones que suprimen la produccion de estrogeno
y/o modulan directamente al ER. La terapia hormonal ha reducido considerablemente la

recurrencia y la mortalidad por CM y puede administrarse de forma neoadyuvante o adyuvante®.

2.3.1 Tamoxifeno

El Tamoxifeno (TMX) es el modulador selectivo de los receptores estrogénicos (SERM) maés
utilizado y se administra en pacientes pre y posmenopausicas a una dosis de 20 mg/dia. La
respuesta al TMX varia segun el porcentaje de ER y PR de las células de CM HR+. Ademas de
actuar como antagonista de estrogenos en células de CM HR+, también actlia como agonista de
estrdgenos parcial en células endometriales y agonista de estrogenos en células 6seas. La terapia
con TMX durante cinco afios disminuye el riesgo de recurrencia en un 41 % y el riesgo de muerte
por CM en un 34 %?%. El tratamiento con TMX de 20 mg/dia durante 5 afios se considera el

estandar de atencion para la reduccion del riesgo de CM?,



El TMX ejerce su mecanismo de accion sobre los ERs, induciendo un cambio conformacional e
impidiendo su unién con el estradiol. En consecuencia, la expresion de los genes que dependen
de estos receptores queda bloqueada o alterada. El resultado final es un bloqueo de la captacion
de estradiol y una respuesta estrogénica disminuida. La mayor parte de la actividad del TMX se
observa cuando la célula tumoral se encuentra en fase G2 del ciclo celular, comportandose como
un citostatico. Ademas, reduce los niveles del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1,
factor que estimula la proliferacion de las células tumorales e induce la secrecion del factor de
transformacion del crecimiento (TGF-b), factor que acta como inhibidor del crecimiento de las
células tumorales®?, Al mismo tiempo, se ha demostrado que el TMX aumenta el estrés
oxidativo e induce la apoptosis mediante la regulacion de la concentracion de iones de calcio y
las especies reactivas de nitrégeno en las mitocondrias (mtNOS). El superdxido reacciona con el
NO para formar un potente agente oxidante peroxinitrito ONOO(-) y, en consecuencia, se genera
un alto estado de oxidacion para el ADN y las proteinas. Estos eventos pueden provocar la

apoptosis celular, o la acumulacion de lesiones y mutaciones en el ADN?’ (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de accion del TMX en la célula. Se observa como el TMX bloquea la unién del
estradiol a los receptores de estrégenos (ER), evitando la expresion de genes activada por ER a través
de las regiones ERE. Extraido de Yang et al?’.
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2.3.2 Farmacocinética del Tamoxifeno

El TMX es un profarmaco que requiere ser transformado a sus respectivos metabolitos, primarios
y secundarios, los cuales son los responsables de la actividad farmacolégica. EI metabolismo de
este farmaco se lleva a cabo en el higado por las enzimas CYP450, a través de dos vias, 4-
hidroxilacion y N-desmetilacion, que resultan en el metabolito secundario méas importante y con
mayor actividad farmacoldgica, el endoxifeno®. En presencia de la enzima CYP2DG6, el
metabolito inmediatamente resultante, es el 4-hidroxi-tamoxifeno (4-hidroxi-TAM). Por otra
parte, la N-desmetilacion es catalizada principalmente por los citocromos: CYP3A4 y CYP3A5,
donde produce N-desmetiltamoxifeno, que al oxidarse es convertido en una serie de metabolitos,
siendo el mas importante el endoxifeno. De manera que el endoxifeno, se forma a partir de N-
desmetiltamoxifeno mediante hidroxilacién por CYP2D6, y de 4-hidroxi-TAM a través de una
desmetilacion por CYP3A4 (Figura 7). El 4-hidroxi-TAM vy el endoxifeno tienen efectividades
similares presentando aproximadamente de 30 a 100 veces més actividad antiestrogénica que el
propio TMX, ya que presentan una mayor afinidad por el ER. Sin embargo, las concentraciones
plasmaticas de endoxifeno son, en promedio, diez veces superiores a las del 4-hidroxitamoxifeno
y de alli su relevancia. Adicionalmente los citocromos CYP2C9 y CYP2C19, participan en estas
vias metabdlicas al metabolizar TMX a 4-hidroxi-TAM o N-desmetiltamoxifeno®®3*3, CYP3A4
y CYP2D6, contribuyen a mas del 50% del metabolismo de los farmacos relacionado con CYP.
Pero la relevancia clinica recae sobre CYP2D6 por estar codificada por un gen altamente

polimorfico®,

El TMX es transportado por los transportadores dependientes de ATP o transportadores ABC:
ABCBL1 (glucoproteina P o P gp/MDR1), ABCC1 (proteina de resistencia al CM o BCRP) y
ABCC2 (proteina 2 asociada a la resistencia a multiples farmacos o MRP2). Los transportadores
ABC normalmente se expresan en el lado luminal de los enterocitos, en las células endoteliales
de los capilares cerebrales, en los canaliculos biliares y en los tubulos proximales del rifion en las
células de la linea germinal. Por ultimo, las enzimas UDP-glucuronosiltransferasa (UGT,
principalmente UGT1A8, UGT1A10, UGT2B7 y UGT2B15) y las enzimas sulfotransferasa
(SULT, principalmente SULT1AL) catalizan la conversion de los metabolitos de TMX en formas

excretables®.
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Figura 7. Representacion esquematizada de la biotransformacion del tamoxifeno y sus metabolitos. La
generacion de N-desmetiltamoxifeno esta catalizada predominantemente por CYP3A4/5, mientras que
CYP2D6 es el principal responsable de la formacion de 4-hidroxitamoxifeno y endoxifeno. Los diversos
metabolitos son inactivados por UGT y SULT, principalmente la isoforma SULT1AL. Abreviaturas:
CYP: isoenzimas del citocromo P450, UGT: UDP-glucuronosiltransferasa, SULT: isoenzima
sulfotransferasa. Modificado de Mulder et al®.

2.3.3 Factores que afectan los niveles de endoxifeno

A pesar del tratamiento hormonal, se ha visto que dentro de los primeros 5 afios la enfermedad
reaparece en el 11 al 23% de los pacientes, mientras que en los 15 afios en aproximadamente el
30%. Los pacientes con niveles de endoxifeno plasmatico superior a 5,97 ng/ml (=16 nM) tienen
un riesgo relativo de recurrencia de CM un 26% menor. Por lo que varios autores establecen como
valor umbral un nivel plasmaético de endoxifeno de 16 nM, para que el tratamiento con TMX sea

efectivo®>®,

La concentracion plasmaética de endoxifeno se ve afectada por muchos factores (Figura 8), uno de
ellos es la dosis de TMX utilizada. Los pacientes con CM que presentan niveles de endoxifeno
mas bajos que el umbral de eficacia (16 nM), pueden aumentar su concentracion plasmatica si se
les administra una dosis mas alta de TMX y beneficiarse del tratamiento. A su vez, se observé
una correlacion entre las concentraciones de endoxifeno en plasma y la actividad de la enzima
CYP2D6.22 Muchas variantes genéticas de CYP2D6 se expresan como enzimas con actividad
reducida o nula, dando como resultado una variacion fenotipica considerable en la actividad de

CYP2D6. Por lo tanto, la eficacia del TMX y su biotransformacion al endoxifeno, esta relacionada
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con laactividad de CYP2D6 y el genotipo de cada individuo. Los pacientes con actividad reducida
de CYP2D6 debido a variaciones genéticas a menudo no alcanzan el umbral plasmatico de
endoxifeno para beneficiarse con una dosis estandar de TMX en el tratamiento?.

Otro factor importante es la falta de adherencia al tratamiento, ya que se ha observado que algunos
pacientes suspenden o discontintan el tratamiento con TMX antes de completar el periodo
estandar de 5 afios de tratamiento, lo que afecta directamente en las concentraciones de

endoxifeno?®.
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Figura 8. Resumen de los factores que influyen en las concentraciones plasmaticas de endoxifeno. Extraido
de Mulder et?,
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2.4. SUPERFAMILIA DE LOS CITOCROMOS P450

La superfamilia del citocromo P450 (CYP) es una familia de enzimas conservadas evolutivamente
e identificadas en cientos de especies de eucariotas y procariotas. En humanos hay 57 genes CYP
funcionales junto con 58 pseudogenes. De estos 57 CYP humanos funcionales, 12 estan
implicados en el metabolismo de 70 al 80% de los farmacos de uso coman. Estas enzimas son:
CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DS6,
CYP2J2, CYP3A4y CYP3A5*,

Los CYP son hemoproteinas; abarcando alrededor de 400-500 aminoéacidos en sus secuencias y
un solo grupo protésico hemo en el sitio activo. Las estructuras y plegamientos generales de las
proteinas miembro de la superfamilia CYP450 estan conservados. Los miembros comparten
aproximadamente un 40 % de homologia de secuencia dentro de cada familia y un 55% de
identidad de secuencia dentro de cada subfamilia. Las CYP son tipicamente las enzimas oxidasas
terminales en las cadenas de transferencia de electrones. El principal donante de electrones para
los CYP microsomales es la P450 reductasa (POR), que dona el primero y, a menudo, los dos
electrones requeridos por las CYP para la catalisis. La reaccion canonica catalizada por las CYP
es la monooxigenacion, aunque también pueden catalizar otras reacciones como la hidroxilacién
y la desalquilacion. Las enzimas CYP humanas y de otros mamiferos son proteinas ancladas a las
membranas, especificamente incrustadas en las bicapas de fosfolipidos del reticulo endoplasmico

y/o mitocondrias®*,

2.4.1 Citocromo P450 2D6 (CYP2D6)

CYP2D6 es una de las enzimas CYP mas estudiadas. Esta formada por 497 aminoacidos. El 25%
de los farmacos comercializados son sustratos de esta enzima, aungue constituye Unicamente el
5% de todas las CYPs hepaéticas. Hasta la fecha, 52 medicamentos diferentes tienen a CYP2D6
mencionado en su etiqueta de producto aprobada por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) y 11 por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), en donde se
recomienda realizar algun tipo de estudio genético en los pacientes ya que pueden existir cambios
en la eficacia, la dosificacion, el metabolismo o la toxicidad del farmaco debido a variantes
genéticas de CYP2D6. Para 49 de estos medicamentos se han desarrollado guias
farmacogenomicas con recomendaciones practicas®®. Entre los farmacos utilizados en la clinica y
metabolizados por CYP2D6 se encuentran algunos B-bloqueantes (metoprolol, propanolol, etc.),
antidepresivos (fluoxetina, imipramina, etc.), antipsicoticos (aripiprazol, haloperidol, etc.),

antineoplasicos (tamoxifeno) y opioides (codeina)*®.
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La enzima CYP2D6 ademas de llevar a cabo el metabolismo de los farmacos, también es
responsable de la oxidacion de compuestos endégenos como tiraminas para la produccion de

dopamina, adrenalina y noradrenalina®’.

2.4.2 Genética molecular y polimorfismos de CYP2D6

El locus CYP2D esta conformado por el gen CYP2D6 y dos pseudogenes, CYP2D7 y CYP2D8
altamente homdlogos a CYP2D6, el tnico gen funcional en la subfamilia CYP2D del genoma
humano. El gen CYP2D6 ha sido mapeado en el cromosoma 22, en la posicion 22g13.1, consta
de 4.4 kb de largo, que se agrupan en 8 intrones y 9 exones, adyacente a sus dos pseudogenes
inactivos. El pseudogén CYP2D7 contiene la insercion de una timina en el primer exon, lo que
origina una interrupcion en el marco de lectura y una interrupcion prematura de la traduccion;
mientras el pseudogén CYP2D8 abarca multiples deleciones e inserciones en sus exones®®.
CYP2D6 y CYP2D7 tienen secuencias repetitivas casi idénticas denominadas REP6 y REP7,
respectivamente. La secuencia REP7 esta separada de CYP2D7 por otra secuencia corta adicional
al elemento, a diferencia de REP6 en CYP2D6 (Figura 9).

T H

Figura 9. Esquema del locus CYP2D ubicado en el cromosoma 22, el cual contiene al gen CYP2D6,
sus pseudogenes CYP2D7 y CYP2D8 y las regiones de secuencias repetitivas REP6 y REP7.
Modificado de Taylor et al®4.

El gen CYP2D6 es muy polimorfico, y presenta mas de 170 variantes polimdrficas, duplicaciones
0 deleciones génicas (el detalle de cada una de las variantes se encuentra disponible en:

https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6). Estas variantes alélicas se originan como

consecuencia de diversos cambios nucleotidicos: que puede ser de Unica base en la region
codificante, promotora o intronica del gen (que da lugar por ejemplo a las variantes CYP2D6*2,
*4 0 *17), inserciones o deleciones de uno 0 méas nucledtidos (como ocurre en CYP2D6*3, *6 0
*9, entre otros alelos) e inserciones del pseudogén CYP2D7 (por ejemplo CYP2D6*13)**%°, Las
relaciones de dominancia entre estos alelos no se conocen en profundidad. Algunas de estas

variantes pueden observarse en la Figura 10.
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Figura 10. Esquema del gen CYP2D6, donde se destacan las ubicaciones de las variantes alélicas
(*N) mas comunes y que frecuentemente se incluyen en los ensayos de genotipado dirigidos, incluido
el alelo de la delecion completa del gen (*5). Extraido de Yang et al®®.

2.4.3 Variantes de nimeros de copias (CNV) en CYP2D6

Aproximadamente el 12 % del genoma humano contiene variantes en el nimero de copias (CNV).
En CYP2D6 incluyen duplicaciones y deleciones de genes completos*. La variante CYP2D6*5
es una CNV que hace referencia la delecion completa del gen, mientras que las duplicaciones son
representadas con el tipo de variante alélica seguido de un “xN” que indica el nimero de copias
del gen CYP2D6. Las duplicaciones del gen pueden darse con alelos funcionales (CYP2D6*1xN
0 *2xN) y no funcionales (CYP2D6*4xN). Estas variantes, pueden influir en la interpretacion del
genotipado vy la prediccion del fenotipo de CYP2D6, particularmente porque no todos los alelos
gue se duplican codifican enzimas funcionales. Las frecuencias de las deleciones de CYP2D6
entre las poblaciones de todo el mundo (africanas, europeas, asiaticas, judia, americanas y
oceanicas) oscilan entre el 2%y el 6% y la duplicacion de alelos funcionales de CYP2D6 oscila
entre el 2%y el 12%*.

2.4.4 Epigenética y los citocromos P450

La expresion de los genes CYP puede estar regulada por mecanismos epigenéticos como la
metilacion del ADN, las modificaciones de histonas, los microARNs y la remodelacién de
nucleosomas. Estos mecanismos de regulacion epigenética controlan la expresién de estos genes
y pueden explicar la variacién en la respuesta interindividual a los farmacos. En particular, la
metilacion del ADN en los promotores de los genes impide la unién de los factores de
transcripcidn a sus sitios de union al ADN y pueden provocar el silenciamiento transcripcional a
través de mecanismos indirectos que implican cambios en la conformacién de la cromatina. La
metilacion del ADN promueve el reclutamiento de proteinas remodeladoras de la cromatina

generando una configuracion de heterocromatina que impide la expresion de los genes.**
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La metilacién del ADN ocurre predominantemente en los sitios CpG en el genoma de los
mamiferos por las enzimas ADN metiltransferasa (DNMT). Los dinucledtidos CpG tienden a
agruparse en islas CpG (CGl), regiones con una alta densidad de sitios CpG. La mayoria de los
dinucledtidos CpG (75%) en todos los genomas de los mamiferos estan metilados*, sin embargo,
las CGI en células somaticas humanas, estan hipometiladas (6-8%).* EI 70% de los promotores
humanos contienen CGI y estas se encuentras asociadas a los mecanismos de silenciamiento
genético.*? Sin embargo, existen CGI que no se encuentran en los promotores y se pueden
encontrar en potenciadores de la expresion génica ubicados en regiones intragénicas o regiones
intergénicas. Para muchas de estas CGI se desconoce la relevancia y la consecuencia de la

metilacion del ADN respecto a la regulacion de la expresion génica.**

La metilacion del ADN, podria influir en la expresion génica de los CYPs, al igual que en el resto
de los genes. En algunos miembros de la familia, esta modificacién reprime la expresion al
impedir la union de algunos factores de transcripcion con sus sitios de union al ADN*. En
particular, en el gen CYP2DG6, las hipermetilaciones en las CGI pueden estar relacionadas con la
regulacion negativa del mismo?. Sin embargo, no hay estudios que claramente muestren la

participacion de este mecanismo epigenético sobre la expresién del gen CYP2D6.

2.4.5 Relacion genotipo-fenotipo en CYP2D6

Los alelos de CYP2D6 se clasifican segun su actividad enzimatica de la siguiente manera: funcién
normal (ejemplo CYP2D6*1 y *2), funcién aumentada (ejemplo CYP2D6*1xN o 2xN), funcién
disminuida (ejemplo CYP2D6*9, *10, *17 y *41) y sin funcién o nulos (ejemplo CYP2D6*3, *4,
*5, *6). La combinacidn de alelos se utiliza para determinar el genotipo de un paciente y asignarle
un valor de puntaje de actividad o activity score (AS)*. A cada alelo se le otorga un valor de
actividad prestablecido, en donde a los alelos normales se les asigna un valor de 1, a los alelos de
actividad disminuida se les asigna una puntuacion de 0.5 o 0.25, a los alelos nulos se les asigna
una puntuacion de 0 y a los alelos duplicados el valor asignado se multiplica por el nimero de
copias presentes. El valor de actividad de cada alelo es un consenso basado en la relacion
metabolica o metabolic ratio (la proporcion entre el farmaco inalterado y el metabolito), la cual
se mide en suero u orina. Para obtener el valor de relacion metabdlica de los alelos de funcion
decrecida, se toma en cuenta que los alelos de funcion normal exhiben una puntuacion de
actividad de 1, porque poseen el 100% de la actividad metabdlica y los alelos de funcion nula
tiene una puntuacion de actividad de 0, debido a la pérdida completa de la enzima*’. Por lo tanto,
el puntaje de actividad de CYP2D6 se usa para inferir el fenotipo de CYP2D6 y es la suma de los
valores asignados para cada alelo, la cual generalmente varia de 0 a 3.0, pero puede exceder 3.0

en casos raros*®.
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El Consorcio de Implementacion de Farmacogenética Clinica (CPIC), se encarga de recopilar la
informacidn brindada por las pruebas farmacogenéticas y publicar guias con las pautas de practica
clinica recomendadas sobre cada par gen/farmaco. El puntaje de actividad de CYP2D6 se ha
traducido al sistema de clasificacion de fenotipos metabolizadores para diferentes guias CPIC,
entre ellas las que otorgan recomendaciones para el tratamiento con TMX, donde en el afio 2019
se publicaron cambios importantes para armonizar la interpretacion internacionalmente. De esta
forma, los pacientes con un AS de 0 son metabolizadores lentos o pobres (PM), aquellos con una
puntuacion AS de 0.25 a 1 se consideran metabolizadores intermedios (IM) y aquellos con una
puntuacion AS de 1.25-2.25 representan a los metabolizadores normales (NM). Los pacientes con

una puntuacion mayor a 2.25 se clasifican como metabolizadores ultrarrapidos (UM)?.

2.4.6 Recomendaciones Terapéuticas para TMX

En funcion de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6, en base a las guias CPIC se establecen
recomendaciones terapéuticas para la prescripcion de TMX (Tabla 1). Se espera que los pacientes
clasificados como UM y NM alcancen concentraciones terapéuticas de endoxifeno después de la
administracion de TMX y deben recibir las dosis estandar recomendadas para el farmaco. Los
pacientes clasificados como PM e IM tienen concentraciones de endoxifeno mas bajas en
comparacién con los NM vy tienen un mayor riesgo de recurrencia de CM y peor supervivencia
libre de eventos en comparacion con los NM*. En estos casos se recomienda terapia hormonal
alternativa. El aumento de la dosis de TMX de 20 a 40 mg/dia en pacientes PM aumenta las
concentraciones de endoxifeno, pero no a las concentraciones alcanzadas por los NM, por lo que

se recomienda un cambio de terapia, salvo que existan contraindicaciones con la nueva terapia“®.
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Tabla 1. Recomendaciones de dosis para el TMX basadas en el fenotipo metabolizador de CYP2D6
con el puntaje de actividad (AS) asociado a cada uno de ellos. Modificado de Goetz et al*.

Fenotipo
metabolizador

Puntaje de
actividad (AS)

Recomendacion terapéutica

Metabolizador
ultrarrapido (UM)

>2.25

Evitar los inhibidores moderados y fuertes de
CYP2D6. Iniciar tratamiento con la dosis estandar
tamoxifeno (20 mg/dia).

Metabolizador
normal (NM)

1.25-2.25

Evitar los inhibidores moderados y fuertes de
CYP2D6. Iniciar tratamiento con la dosis estandar de
TMX (20 mg/dia).

Metabolizador
intermedio (IM)

0.25-1

Considerar la terapia hormonal con un inhibidor de la
aromatasa para mujeres posmenopausicas o un inhibidor
de la aromatasa junto con la supresion de la funcién
ovarica en mujeres premenopausicas. Si el uso de
inhibidores de la aromatasa esta contraindicado, se debe
considerar el uso de una dosis de TMX mas alta pero
aprobada por la FDA (40 mg/dia). Evitar los inhibidores
fuertes a débiles de CYP2D6.

Metabolizador pobre
(PM)

Recomendar una terapia hormonal alternativa, como un
inhibidor de la aromatasa para mujeres posmenopausicas
0 un inhibidor de la aromatasa junto con la supresion de
la funcién ovarica en mujeres premenopausicas. Las
dosis mas altas de TMX (40 mg/dia) aumentan, pero no
normalizan las concentraciones de endoxifeno y se
pueden considerar si existen contraindicaciones para la
terapia con inhibidores de la aromatasa.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer las frecuencias de las variantes genéticas y estados epigenéticos del gen CYP2D6 en la
poblacién uruguaya y realizar un estudio de la farmacogenética del TMX en un grupo de pacientes
con CM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia alélica de los polimorfismos *3, *4, *6, *9, *17 y *41 y las
frecuencias genotipicas del gen CYP2D6 en la poblacion uruguaya.

2. Determinar las frecuencias de las variantes de nimero de copias (CNVs) del gen CYP2D6

en la poblacion uruguaya.
3. Determinar el estado de metilacién del gen CYP2D6 en la poblacion uruguaya.

4. Inferir las frecuencias de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 en la poblacion

uruguaya.
5. Correlacionar el estado de metilacion y el genotipo de CYP2D6 de los pacientes con CM

tratados con TMX, con el estado menopadsico, el tabaquismo, el uso de anticonceptivos

orales y la respuesta evolutiva al tratamiento en los diferentes fenotipos metabolizadores.
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4. MATERIALES Y METDOS

4.1 PACIENTES Y MUESTRAS

Se recolectaron 199 muestras de sangre en el periodo del 2016 al 2020 para el genotipado y el
analisis de las frecuencias, de las cuales 41 muestras pertenecian a pacientes con CM tratadas con
TMX del Hospital Central de las Fuerzas Armadas (HCFFAA) y 158 a personas voluntarias.
Tanto los pacientes como los voluntarios fueron de nacionalidad uruguaya y no estaban
emparentados bioldgicamente entre si. EI comité de Bioética de la Facultad de Quimica aprobd
el trabajo de acuerdo con la version actual de la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo un
consentimiento informado firmado de todos los participantes. Las muestras e historias clinicas
fueron brindadas por el banco de tumores del HCFFAA bajo la direccion de la Dra. Adriana de la
Valle. Para evaluar si el tamafio de la muestra fue representativo se utilizé el software OpenEpi

version 3.01%,

4.2 ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS DE CYP2D6

4.2.1 Extraccion de ADN genémico

A partir de las muestras tomadas, se extrajo el ADN genémico haciendo uso del kit comercial
Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research™), siguiendo el protocolo especificado en el
mismo y se cuantifico su concentracion en un espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis.

Las muestras de ADN fueron conservadas a -20 °C hasta el momento de ser utilizadas.

4.2.2 Andlisis por Real-Time PCR

Los polimorfismos CYP2D6 *3, *4, *6, *9, *17 y *41 se analizaron mediante PCR Real-Time
cualitativa con sondas del ensayo TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays (Thermo
Fisher Scientific) (tabla 2) en un Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Qiagen). Por
convencién, CYP2D6*1 representa el alelo de tipo salvaje. Las muestras de ADN gendmico se
analizaron por duplicado, realizando diluciones 1/5y 1/10 en agua estéril para cada una de ellas.
La mezcla de reaccion en la real-time PCR se realiz6 con un volumen final de 10pul, donde se

coloco:

5 ul de Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems™),
3.5 ul de agua estéril.
0.5 ul TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay Mix (20X).

vV V V V

1 pl de ADN gendmico diluido.
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El experimento realizado constdé de un primer paso de desnaturalizacion a 95°C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C, donde se adquirio la
fluorescencia de las sondas en los canales Green (470-510nm) y Yellow (530-555nm). Los

genotipos se infirieron mediante el analisis utilizando la interfase de discriminacion alélica.

Tabla 2. Variantes CYP2D6 analizadas mediante PCR Real-Time con la identificacion (ID) del ensayo
TagMan® y su nimero rs asociado. Se detalla el tipo de mutacion involucrada para cada variante siguiendo
la nomenclatura RefSeqGene (LRG_303) desde el codon de inicio en la secuencia NG_008376.4.

\éirlizrgg ID del ensayo Tipo de mutacion Funcién enzimatica
Cvioms TS0 D 0 Comerodl
CYP2D6*4 ggggéggg;:)l_DO ISaNpF;O(é?:;G>A). Error en el splicing de nula.
Cveows LD D (AT Conmiro
Cvromy RO Diecln GOSN DR i
CYPEDG'ST  (e71708) | aminodcido de s proteim (T107) cisminuica
CYP2D6*41 25325712156)_20 ISaNpF;()(ti?r?:G>A). Error en el splicing de disminuida.

4.2.3 Amplificacidon por PCR a tiempo final

Con el fin de verificar por secuenciacién la presencia de las variantes CYP2D6 *3, *4, *6, *9,
*17 y *41 se disefiaron cinco juegos de primers para amplificar fragmentos de ADN que
incluyeran los polimorfismos mencionados (tabla 3). El disefio de los primers se realiz6 a través
del programa Gene Runner (Versién 6.5.52 Beta), utilizando como molde el genoma humano de
referencia GRCh38.p13 (GCA _000001405.28).

Para corroborar la amplificacién especifica de nuestras regiones de interés, la secuencia de todos
los primers fueron comparadas con las secuencias registradas en el GenBank utilizando la

herramienta BLAST, disponible en: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.
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Tabla 3. Lista de polimorfismos estudiados y primers utilizados para la amplificacion de las distintas
regiones del gen CYP2D6. Se detalla la secuencia de los primers, la temperatura de hibridacion
utilizada en el ciclado de PCR (TM) y el tamafio de los fragmentos de ADN amplificados.

Polimorfismos

Secuencia (5°—3) ™ Tamario

GTTGGAGTGGGTGGTGGA

CYP2D6*4 56 °C 610 pb
CCTTCTTACAGTGGGGTCTC
GGGAGATGCGGGTAAGGGG

CYP2D6*6 60 °C 441 pb
AAAGGCGGTCAGGGTGGG
ACTCGTCACAAGCCCCGC

CYP2D6*17 60 °C 478 pb
TCCTTCCACCTGCTCACTC
TCCTTCTTGCCTCCTATGTTG

CYP2D6*41 68 °C 287 pb
GCTGACCTGTTCTCTGCCG

* TCAGTGGTAAGGACAGGCAG

gg;gg*g 58 °C 466 pb

AGCATACTCGGGACAGAACG

Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 20 ul para cada tubo, donde se

coloco:

10 pl de BioMix™ 2X (Bioline Inc, Meridian Life Science).
1 ul de dimetilsulféxido (DMSO).

0.8 ul Primer directo (5uM).

0.8 ul Primer reverso (5uM).

V V V V V

2 ul de ADN gendmico.

El experimento realizado constd de un primer paso de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos con la temperatura especifica de cada
juego de primers méas 60 segundos a 72 °C, y un ultimo paso de extension a 72 °C durante 15
minutos. La secuencia de los primers con la cual se amplifico cada fragmento y la temperatura de

hibridacion utilizada en el ciclado para cada caso pueden observarse en la tabla 5.
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4.2.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La visualizacion de los productos de PCR se realizd a través de una electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% a 100V durante 50 minutos. La presencia de las bandas se pone en evidencia
mediante la tincion del gel con nitrato de plata. Una vez finalizada la migracion, se coloca el gel
durante 5 minutos en una solucion fijadora (0.5% &cido acético glacial y 10% etanol 95% en agua
destilada), luego se coloca 8 minutos en la solucion de nitrato de plata 0.2% en agua destilada, se
lava con agua destilada el menor tiempo posible (10 segundos) y luego se lo coloca en la solucién
reveladora (hidroxido de sodio 0.75M y formaldehido 0.5% en agua destilada) hasta la aparicién
de las bandas. El posterior secado del gel se realiza colocando el mismo entre 2 hojas de papel

celofan.

4.2.5 Purificacion y secuenciacion

Los amplicones con las variantes CYP2D6*3, *4, *6, *9 y *17 se purificaron a través de la técnica
de ExoSAP, colocando a cada tubo de amplificacion 1 pl de fosfatasa alcalina (1 U/ul) y 0.5 ul
de exonucleasa | (20 U/ul) e incubando 1 hora a 37°C y 5 minutos a 80°C. Por otra parte, la
variante CYP2D6*41 se purifico a través del kit PureLink™ Quick Gel Extraction (Invitrogen™,
Life Technologies) luego de una corrida electroforética de los amplicones en un gel de agarosa al
2% a 100V por 20 minutos sumergido en buffer TAE 0.5X y revelado con bromuro de etidio. Una
vez purificados los fragmentos, se realizO su secuenciacion por Sanger en el servicio de
MACROGEN (Seul, Corea del Sur). Las secuencias obtenidas fueron cotejadas en el software

BioEdit version 7.0.5.3*° para verificar la presencia de los polimorfismos analizados.

4.3 ANALISIS DE LAS VARIANTES DE NUMERO DE COPIAS (CNVs) DE CYP2D6

4.3.1 Analisis de CNVs por StepOnePlus™ Real-Time PCR

Se analiz6 para las 199 muestras, la delecion completa del gen (CYP2D6*5) y su duplicacién
(CYP2D6xN) mediante el ensayo TagMan® copy number assays (Life Technologies
Corporation) con las sondas Hs00010001 cn (para el exén 9) y Hs04083572_cn (para el intrén
2). Se utiliz6 como referencia al gen de la RNasa P mediante la sonda del ensayo TagMan® Copy
Number Reference Assay (Life Technologies Corporation). La concentracion de cada muestra se
midié mediante NanoDrop y se diluy6 en agua libre de nucleasas para obtener una concentracién
de 5 ng/ul de ADN gendmico. La mezcla de reaccion para la PCR se realiz6 con un volumen final

de 10 pl por tubo, conteniendo:
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5 ul de Universal PCR Master Mix 2X.
0.5 ul de TagMan® copy number assays 20X (Hs00010001_cn o Hs04083572_cn).

0.5 ul de TagMan® Copy Number Reference Assay 20X.
2 ul de Agua estéril.

YV V V VY V

2 pl de ADN gendmico diluido.

Las reacciones de PCR se realizaron en el sistema de PCR real-time StepOnePlus (Applied
Biosystems™) de acuerdo con el protocolo del fabricante, con un primer paso de primer paso de
desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60
segundos a 60°C. La cuantificacion relativa se realiz6 siguiendo el método comparativo de AACT

en el software CopyCaller® (Life Technologies Corporation).

4.3.2 Andlisis de CNVs por Long-PCR a tiempo final

Se analiz6 la delecion (CYP2D6*5) y las multiples copias del gen (CYP2D6xN) en las 199
muestras de ADN a través de la técnica de Long-PCR descrita previamente por Dorado et al*®.
En la reaccion de PCR para CYP2D6*5 se utiliz6 el primer directo 5'2D6*5 y el primer reverso
3"2D6*5, que dan como resultado un fragmento de 3500 pb en caso de encontrarse la delecion
completa del gen. Para la reaccion de PCR de CYP2D6xN se utilizé el primer directo 2D6dupl-
F y el primer reverso 2D6dupl-R, que dan como resultado un fragmento de 3500 pb en caso de
encontrarse la duplicacion del gen. Para ambos casos, en la misma reaccion de PCR se amplifico
como control interno el gen CYP2D6 completo utilizando un primer directo DPKup y un primer
reverso DPKlow, que dan como resultado un fragmento de 5100 pb. La secuencia y detalle de

todos los primers utilizados se encuentran en la tabla 4.

Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 20pl, donde se colocé:

10 pl de Ranger Mix 2X (Bioline Inc., Meridian Life Science).
0.4 pl del primer directo (SuM) (52D6*5 o 2D6dupl-F).

0.4 pl del primer reverso (5uM) (3'2D6*5 o 2D6dupl-R).

0.4 ul del primer DPKup (5uM).

0.4 ul del primer DPKlow (5uM).

V V V V V VY

6.4 ul de agua estéril.

El experimento const6 de un primer paso de desnaturalizacién a 94°C durante 2 minutos, 30 ciclos
de 20 segundos a 94°C y 5 minutos a 68°C, y un ultimo paso de extension a 72 °C durante 7
minutos. Los productos de PCR se visualizaron luego de una electroforesis de 50 minutos a 100V

en un gel de agarosa al 1%, revelado con bromuro de etidio.
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Tabla 4. Primers utilizados para la deteccidn de las variantes del nimero de copias del gen CYP2D6. Se
detalla la secuencia de los primers utilizados para la duplicacion (CYP2D6xN), la delecion (CYP2D6*5) y
el control interno correspondiente al gen CYP2D6 completo. Extraidos de Dorado et al. 2005,

Variante Nombre Secuencia (5°—3°)

5'2D6*5 CACCAGGCACCTGTACTCCTC
CYP2D6*5

3'2D6*5 CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC

2D6dupl-F CCTGGGAAGGCCCCATGGAAG
CYP2D6xN

2D6dupl-R CAGTTACGGCAGTGGTCAGCT

DPKup GTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA

Control interno
DPKlow CCGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTA

4.4 PREDICCION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR CYP2D6

La actividad de CYP2D6 se clasifico segln la clasificacion descripta por Gaedigk et al**. Se
utilizé una nueva definicion de puntuacién de actividad estandarizada (AS) que combina las
directrices del Consorcio de Implementacién de Farmacogenética Clinica (CPIC en inglés) y el
Grupo de Trabajo de Farmacogenética aleman (DPWG) con nuevos conocimientos
farmacogenéticos®. Los pacientes se clasificaron como metabolizadores pobres (PM, AS = 0),
metabolizadores intermedios (IM, AS = 0,5 a 1), metabolizadores normales (NM, AS = 1,25 a
2,25) 0 metabolizadores ultrarrapidos (UM, AS > 2,25) para el gen CYP2D6. Cuando se encontrd
un alelo de tipo salvaje (wt), se considerd el AS de CYP2D6*1 para la prediccion del fenotipo,
basandonos en que se estudiaron previamente los polimorfismos mas frecuentes esperados para
nuestra poblacion. Las pautas utilizadas para predecir los fenotipos de metabolizadores se

extrajeron del sitio web de PharmGKB®,

4.5 ANALISIS DE LA METILACION EN CYP2D6

4.5.1 Prediccion CGl y disefio de primers

Para el andlisis de la metilacion de CYP2D6, se predijo la presencia de las CGl a lo largo de todo
el gen y se disefiaron primers especificos para amplificar las mismas en ADN modificado con
bisulfito utilizando el programa MethPrimer>* disponible en:

https://www.urogene.org/methprimer/. Se tomaron en cuenta como CGI aquellas regiones de al

menos 100 pb de tamafio y con una densidad de GC mayor al 60%. Para la prediccion y disefio
de primers se utilizd la secuencia del gen CYP2D6 (NM_000106.6) correspondiente al genoma
humano de referencia GRCh38.p13 (GCA _000001405.28).
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4.5.2 Modificaciéon del ADN con bisulfito de sodio

Los sitios CpG metilados se evidenciaron a través de la técnica de secuenciacion por bisulfito.
Todas las muestras de ADN se modificaron con el kit comercial EZ DNA Methylation-Lightning
Kit (Zymo Research™) utilizando el siguiente protocolo:

> Agregar 130 ul de reactivo de conversion Lightning a 20 pl de una muestra de ADN.
Mezclar y centrifugar brevemente.

» Colocar el tubo en un termociclador con un ciclado de 98°C durante 8 minutos, 54°C

durante 60 minutos, almacenamiento a 4°C (hasta 20 horas).

Agregar 600 pl de M Binding Buffer a una columnay colocarla en un tubo de recoleccion.

Agregar la muestra, y mezclar invirtiendo la columna varias veces.

Centrifugar a maxima velocidad (> 10000 g) durante 30 segundos. Descartar el eluido.

YV V VYV V

Agregar 100 pl de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a méxima velocidad durante

30 segundos.

» Agregar 200 pl de L-Desulfonation Buffer a la columna y dejar reposar a temperatura
ambiente (20-30°C) durante 15-20 minutos. Después de la incubacion, centrifugar a
maxima velocidad durante 30 segundos.

» Agregar 200 ul de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a maxima velocidad durante
30 segundos. Repetir este paso de lavado.

» Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y agregar 10 ul de M-Elution

Buffer directamente a la matriz de la columna. Centrifugar 30 segundos a maxima

velocidad para eluir el ADN.

4.5.3 Amplificacién por PCR del ADN modificado

Se disefiaron primers para realizar una PCR anidada con la secuencia modificada por bisulfito de
la CGI predicha otorgada por el programa MethPrimer (tabla 5). Para corroborar el correcto
disefio de los primers se compard sus secuencias con las secuencias registradas en el GenBank

utilizando la herramienta BLAST, disponible en: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.
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Tabla 5. Primers para la secuenciacion con bisulfito, se detalla su secuencia y el tamafo del fragmento
de ADN amplificado.

Ronda Nombre Secuencia Tamario del
de PCR fragmento
ler Bisulf-F1 ~ TGATTTTGGTTTGATAAGAGGTTTTG 305 pb
Ronda Bisulf-R1 = CCTCCCTAATACAAATAATTTCTTAACC

2da Bisulf-F2 = ACGTGTTTAGTTTGTAGTTGGTTTGG

Ronda Bisulf-R2 = CACGAAAATCTATCTCTATCCCCAC 189 pb

La primera ronda de amplificacion constd de un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 5
minutos, 40 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 51°C mas 60 segundos a 72 °C, y un
altimo paso de extension a 72 °C durante 15 minutos. EI amplicén del primer paso fue utilizado
para una segunda ronda de PCR que consto de un primer paso de desnaturalizacion a 95°C durante
5 minutos, 40 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 59°C mas 60 segundos a 72 °C, y un
altimo paso de extension a 72 °C durante 15 minutos. Las mezclas de reaccion se realizaron con

un volumen final de 20 pl, las cuales contenian:

» 4 ul Flexi Buffer (Promega Corporation)

> 1.2 ul MgCl; (25 mM)

> 0.8 ul dNTPs (20 mM)

> 0.8 ul Primer directo (5 uM) (Bisulf-F1 o Bisulf-F2)

> 0.8 ul Primer reverso (5 ul) (Bisulf-R1 o Bisulf-R2)

» 0.2 ul GoTag® Hot Start Polymerase (Promega Corporation)
> 10.2 pl de agua estéril

> 2 ul de ADN modificado

La visualizacién de los productos de PCR se realiz6 a través de una electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% como se especifica en la seccidn 4.2.5 y se purificaron con la técnica de
EX0SAP especificada en la seccion 4.2.6. Los fragmentos se enviaron a secuenciar al servicio de
MACROGEN (Seul, Corea del Sur).

4.5.4 Andlisis del estado de metilacién de la region amplificada

Las secuencias obtenidas fueron analizadas en el software BioEdit version 7.0.5.3, para evaluar
el estado de metilacién de los sitios CpG. Para descartar la amplificacion inespecifica de los
pseudogenes CYP2D7 y CYP2D8P, se alinearon en BLAST las secuencias CYP2D7
(NR_002570.6) y CYP2D8P (NG_000854.4) con la secuencia de CYP2D6 (NM_000106.6) para
determinar las diferencias entre las mismas y verificar que las secuencias amplificadas para el

andlisis del estado de metilacion pertenecieran al gen CYP2D6.
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4.6 VARIABLES UTILIZADAS EN LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION

En las 41 pacientes se evalud la asociacion entre los fenotipos metabolizadores CYP2D6 y los
datos clinicos.

Los pacientes que interrumpieron el tratamiento con TMX debido a efectos adversos, progresion
o0 recurrencia del CM, o que murieron a causa de la enfermedad, se clasificaron como de mal
resultado. Se defini6 un buen resultado si los pacientes habian completado el seguimiento de 5
afos o habian logrado una remisién clinica completa al final del periodo de estudio (2020). La
remision completa se determiné cuando mediante pruebas paraclinicas, examenes fisicos y

exploraciones no se encontré evidencia de la enfermedad.

Se comparo el tiempo de suspension de TMX entre los diferentes fenotipos metabolizadores de
CYP2D6, y se definid la discontinuacién de TMX como el periodo entre la fecha de inicio del

tratamiento con TMX y la fecha de suspension para cada paciente.

Por ultimo, se categorizaron a las pacientes con diferentes variables para determinar si existe un
sesgo en estos grupos con respecto al conjunto de los pacientes. Se analizé el estado menopausico,
el tabaquismo y el uso de anticonceptivos orales y se estudi6 la asociacion con los resultados

clinicos en los diferentes fenotipos metabolizadores de CYP2D6.
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4.7 ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron en el software GraphPad Prism, version 8.0.1. En una
primera instancia, se puso a prueba si la poblacion de estudio se encontraba en el equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) para las variantes alélicas de CYP2D6 analizadas. Para este andlisis se
utilizo una prueba de chi-cuadrado (¥%) en una tabla de contingencia, considerando HWE cuando
% fue menor a 3.84 (valor p >0.05).

Para la asociacion entre los polimorfismos de CYP2D6 con el resultado clinico de las pacientes
construimos una tabla de contingencia y se puso a prueba los modelos de herencia dominantes y
recesivos para cada variante genética mediante una prueba y*, como se describe en Iniesta et al*®.
El modelo dominante supone que la presencia de un alelo mutado es suficiente para modificar el
riesgo de tener un mal resultado clinico al tratamiento con TMX, mientras que el modelo recesivo
supone que son necesarias dos copias en homocigosis para modificar el riesgo. Las tablas de
contingencia de la prueba y*no aceptan que los valores de frecuencias esperadas sean menores a
1, por lo tanto, en los analisis de asociacion solo seran consideradas aquellas variantes que en sus

tablas de contingencia contengan individuos en todos los grupos categoricos.

Por otra parte, las diferencias significativas entre los resultados clinicos de los diferentes fenotipos
metabolizadores de CYP2D6 en el conjunto de las pacientes y en las pacientes categorizadas
segun las variables de estado menopausico, tabagquismo, y uso de anticonceptivos orales, se
estudiaron a través de la prueba 2, tomando en cuenta un grado de libertad y un valor significativo
cuando el valor p <0.05. Por ultimo, las diferencias en la discontinuacion de TMX entre los
fenotipos metabolizadores de los pacientes con mal resultado clinico se evaluaron con la prueba
no paramétrica Log-rank®, considerando que existian diferencias significativas con un valor p
<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS Y DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES

En este estudio retrospectivo se incluyeron 41 pacientes del sexo femenino de una edad media de
57 + 14 afios. EI 90% (37/41) de las pacientes dieron de mamar en algin momento de su vida y
un 68% (28/41) eran posmenopausicas. Por otra parte, el 34% (14/41) declar6 ser tabaquista y el
73% (30/41) tomo anticonceptivos orales en algin momento de su vida.

En cuanto a los estadios clinicos del cancer de las pacientes estudiadas, el 51% de ellas se
encontraban en estadio | (1A: 19, IB: 2), el 34% en estadio Il (I1A: 12, 11B: 2), el 10% en estadio
I (IA: 2, HIC: 2) y 5% en estadio IV (IV: 2). Los registros médicos se utilizaron para recopilar
informacidn detallada sobre el tratamiento y se determiné que el tiempo medio de seguimiento
fue de 52 meses. De las 41 pacientes analizadas, 22 alcanzaron la remision clinica. Las 19
pacientes restantes mostraron un mal resultado clinico (7 pacientes fallecieron a causa de la
enfermedad, 7 suspendieron el tratamiento con TMX cambiando de medicacion y 5 mostraron
recaida de la enfermedad). En todos los casos la dosis prescrita de TMX fue de 20 mg al dia con

un tiempo de tratamiento de 5 afios.

5.2 GENOTIPIFICACION DEL GEN CYP2D6

5.2.1 Calculo del tamafio de la muestra

Se calculd en el software OpenEpi el tamafio de la muestra necesario para determinar la frecuencia
de un alelo en nuestra poblacion y se utilizé un tamafio poblacional grande (N>1000000), una
frecuencia alélica hipotética (p) desconocida, una precision de +7 y una confianza del 95%. El

resultado de ese estudio indicé que el tamarfio de la muestra debe ser de 196 individuos.

5.2.2 Determinacion de los polimorfismos de CYP2D6

Se determinaron las frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen CYP2D6 a partir 199
muestras recolectadas (Tabla 6). Se constaté que, entre las variantes alélicas relacionadas con la
pérdida de funcion, la variante *4 presentd la frecuencia mas elevada en la poblacién analizada.
Por otro lado, se evidencio la ausencia de la variante *3, lo cual sugiere su escasa presencia o
incluso su inexistencia en esta poblacién especifica. Todas las variantes alélicas analizadas se
encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), lo cual implica que no se estan produciendo
eventos de seleccion o fuerzas evolutivas que distorsionen la distribucion esperada de los alelos
en el gen CYP2D6.
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Tabla 6. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de CYP2D6. Las variantes se muestran con su
identificacion (rsID), su frecuencia y el estadistico para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) con su valor p asociado.

Polimorfismo Frecuencia HWE (valor p)
rs3892097 (CYP2D6*4) 0.178 2.45 (0.12)
rs28371725 (CYP2D6*41) 0.107 1.19 (0.27)
rs28371706 (CYP2D6*17) 0.010 0.02 (0.89)
rs5030656 (CYP2D6*9) 0.018 0.06 (0.80)
rs5030655 (CYP2D6*6) 0.005 >0.01 (0.97)
rs35742686 (CYP2D6*3) 0 No calculado

Los electroferogramas con la secuencia de los polimorfismos *4, *6, *9 y *17 se pueden observar

en las Figuras 11, 12, 13 y 14, respectivamente.
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Figura 11. Electroferograma de la secuencia del polimorfismo CYP2D6*4 (1846 G>A). En la parte
superior se observa la secuencia de una muestra homocigota mutada, mientras que en la parte inferior
se observa la secuencia de una muestra heterocigota. Se sefializa con una linea punteada roja entre
ambas secuencias el sitio de la variante.
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- Homocigota salvaje
c T G C T C CA

Heterocigota
Cc T G C T C CA

Figura 12. Electroferograma de la secuencia del polimorfismo CYP2D6*6 (1708delA). En la parte
superior se observa la secuencia de una muestra homocigota salvaje, mientras que en la parte inferior se
observa la secuencia de una muestra heterocigota. Se sefializa con una linea punteada roja entre ambas
secuencias el sitio de la variante.

Homocigota salvaje

/ Heterocigota

T & &6 T & & T & G T G G C

Figura 13. Electroferograma de la secuencia del polimorfismo CYP2D6*9 (2616delAAG). En la parte
superior se observa la secuencia de una muestra homocigota salvaje, mientras que en la parte inferior se
observa la secuencia de una muestra heterocigota. Se sefializa con una linea punteada roja entre ambas
secuencias el sitio de la delecion.
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- Homaocigota salvaje

T G C CC AT C A

Heterocigota
C C A G AT CCT

Figura 14. Electroferograma de la secuencia del polimorfismo CYP2D6*17 (1022C>T). En la parte
superior se observa la secuencia de una muestra homocigota salvaje, mientras que en la parte inferior se
observa la secuencia de una muestra heterocigota. Se sefializa con una linea punteada roja entre ambas
secuencias el sitio de la variante.

5.2.3 Determinacion de las CNVs de CYP2D6

En las 199 muestras analizadas por PCR real-time, se determind que 195 muestras tenian el
nimero de copias normal, 2 muestras contenian 3 copias (un alelo duplicado) y 2 muestras
presentaban una sola copia (un alelo delecionado). Las frecuencias de las CNVs se muestran en
la Tabla 7.

Tabla 7. Frecuencias de las variantes en el nimero de copias (CNVs) de CYP2D6 (duplicacion y delecion

completa del gen). La frecuencia, se encuentra acompafiada del estadistico para determinar el equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) con su valor p asociado.

CYP2D6 CNV Frecuencia HWE (valor p)
CYP2D6x2 (duplicacion) 0.005 No calculado
CYP2D6*5 (delecion) 0.005 >0.01 (0.97)
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Por otra parte, la presencia de la delecién (CYP2D6*5) y la duplicacion (CYP2D6x2) del gen
analizadas mediante la técnica de Long-PCR obtuvieron resultados consistentes con lo observado
en analisis por PCR Real-time. Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en una

electroforesis en gel de agarosa (Figura 15y 16).

5100pb

3500pb

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se observan los productos de la Long-PCR
disefiada para la deteccion de la variante CYP2D6*5. El tamafio de las bandas se indica en pares de
bases (pb). En el carril M1 y M4 se observan dos bandas de distinto tamafio, correspondientes a la
presencia de un alelo normal (5100 pb) y otro con la delecién (3500pb). El carril de control negativo
(C-) no presenta amplificacion. En el dltimo carril se observa el marcador de peso molecular (MPM)
de 1 kb (GeneRuler™, Fermentas Life Sciences).

5100pb

3500pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se observan los productos de la Long-PCR
disefiada para la deteccion de alelos duplicados del gen CYP2D6. El tamafio de las bandas se indica en
pares de bases (pb). En el carril M2 se observan dos bandas de distinto tamafio, correspondientes a la
presencia de un alelo normal (5100 pb) y otro con la duplicacion (3500pb). El carril de control negativo
(C-) no presenta amplificacién. En el Gltimo carril se observa el marcador de peso molecular (MPM)
de 1 kb (GeneRuler™, Fermentas Life Sciences).
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5.2.4 Comparacion de frecuencias de las variantes de CYP2D6 en Latinoamérica y otras
poblaciones

El andlisis comparativo de las frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen CYP2D6 de
nuestra muestra con las frecuencias de otras poblaciones extraidas de la base de datos 1000
genomas®’ (tabla 8), reveld patrones distintivos para cada variante, destacando la diversidad
genética inherente que existe entre las diferentes poblaciones del mundo.

Tabla 8. Comparacién de las frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen CYP2D6 analizados en el
presente trabajo de tesis con las frecuencias extraidas de la base de datos 1000 genomas para la poblacion
europea (EUR), africana (AFR), asiatica oriental (EAS), sudasiatica (SAS) y americana mixta (AMR).

Base de datos 1000 genomas Frecuencias en

Polimorfismo EUR @ AFR EAS = SAS AMR nuestra muestra
CYP2D6*4 | 0.186 | 0.061 | 0.002 | 0.109 & 0.130 0.178
CYP2D6*41 | 0.093 | 0.018 | 0.038 | 0.122 @ 0.062 0.107
CYP2D6*17 | 0.002 | 0.218 | 0.000 | 0.000 | 0.009 0.010
CYP2D6*9 | 0.026 | 0.001 | 0.00 | 0.000 0.013 0.018
CYP2D6*6 | 0.020 | 0.001 | 0.00 | 0.001  0.003 0.005
CYP2D6*3 | 0.019 | 0.002 | 0.000 | 0.002 0.006 0.000

Es importante destacar que estas bases de datos tienden a generalizar a las poblaciones, en
particular a las americanas, obviando las notables diferencias genéticas que existen entre ellas.
Esta falta de especificidad puede ocultar diferencias genéticas significativas y conducir a
interpretaciones inadecuadas de los analisis comparativos. En respuesta a esta problemaética de la
limitada discriminacion genética que ofrecen estas bases de datos, se llevé a cabo una bisqueda
bibliografica y una comparacién de las frecuencias alélicas de las variantes del gen CYP2D6 en
diferentes paises latinoamericanos con respecto a las frecuencias encontradas en nuestro trabajo.
Cabe resaltar que todos los trabajos seleccionados de la literatura cientifica se realizaron en
poblaciones cuyos individuos tienen una ascendencia mezclada (europea, africana y amerindia).

Los datos del analisis comparativo se detallan en la tabla 9.
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Tabla 9. Comparacion de las frecuencias alélicas de CYP2D6 en las poblaciones de Latinoamérica con las
frecuencias encontradas en este estudio. ND: No determinada.

Poblacién
(region)

Uruguay
(General)
Argentina
(General)

Brasil
(General)
Chile
(Santiago de
Chile)
Venezuela
(Lara)
Venezuela

(Aragua)
Colombia

(Bogota)

Peru

(General)

Ecuador
(General)
Cuba (La

Habana)
Nicaragua

(Ledn)
México
(Chiapas)
México

(Sonora &
Guerrero)

199

246

1020

321

149

145

212

234

118

126

98

100

96

Alelos
multiplicados

0.005

0.042

0.085

0.003

ND

ND

0.093

ND

0.016

0.047

0.020

0.015

0.036

*

0.000

0.006

0.007

0.011

0.000

ND

0.005

0.030

0.004

0.000

0.000

0.000

0.000

Frecuencias

*4 *5
0.178 | 0.005
0.164 | 0.028
0.094 | 0.046
0.118 | ND
0.134 | 0.020
0.145 | ND
0.141 | 0.021
0.094 | ND
0.106 | 0.021
0.143 | 0.016
0.142 | 0.046
0.011 | 0.020
0.140 | 0.020

*6

0.005

0.004

ND

ND

0.012

0.003

0.005

ND

0.000

0.012

0.000

0.000

ND

*9

0.018

ND

0.011

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

*17

0.010

0.002

0.056

0.000

ND

ND

0.000

ND

0.004

0.102

0.000

0.000

0.000

5.2.5 Frecuencias genotipicas y sus fenotipos metabolizadores asociados

*41

0.107

0.077

0.055

ND

ND

ND

0.049

ND

ND

ND

ND

0.000

ND

Referencias

Ramirez et
al. 2023%
Moya et al.
2017%°
Friedrich et
al. 2014.%°

Varela et al.
20158

Griman et
al. 201252
Flores et al.
20158
P Sarmiento
et al. 20205
Alvarado et
al. 202155

Dorado et
al. 201256

Llerena et
al. 201257

Lopez-
Lopez et al.
201458

Contreras et
al 2011%°

En la poblacion analizada, la mayoria (65%) presenté un fenotipo NM. Los fenotipos clinicamente

mas relevantes, IM y PM, tuvieron una frecuencia del 30% y 5%, respectivamente. El fenotipo

UM no pudo ser determinado debido a que las 2 muestras con duplicaciones de CYP2D6 (3

copias) presentan genotipos heterocigotos wt/*4 y wt/*9. La imposibilidad de establecer que alelo

es el duplicado no permite confirmar que estas personas exhiban un fenotipo UM.

El genotipo wt/wt fue el de mayor frecuencia y se encontré en 90 muestras, mientras que el

genotipo *4/*4 fue el Gnico genotipo asociado al fenotipo PM y se encontrd en 10 muestras, lo

gue corresponde al 5% del total de sujetos estudiados. La tabla 10 muestra las frecuencias de los

genotipos encontrados y sus fenotipos metabolizadores CYP2D6 asociados.
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Tabla 10. Frecuencias genotipicas y distribucion de los fenotipos CYP2D6 inferidos mediante el
genotipo. Wt: Alelo salvaje o Wild-Type

Fenotipo metabolizador . . Puntaje de
P inferido SEee AR actividad (AS)
wit/wt 0.452 (90/199) 2
wt/*9 0.020 (4/199 1.5
NM (65%) wt/*17 0.010 §2/199; 1.5
wt/*41 0.166 (33/199) 1.5
wt/*4 0.221 (44/199) 1
wt/*5 0.010 (2/199) 1
wt/*6 0.005 (1/199) 1
*4/*9 0.005 (1/199) 0.5
IM (30%) *A[*17 0.010 (2/199) 0.5
*4/*41 0.030 (6/199) 0.5
*41/*41 0.005 (1/199) 1
*41/*9 0.010 (2/199) 1
*41/*6 0.005 (1/199) 0.5
PM (5%) *A[*4 0.050 (10/199) 0

5.3 METILACION DE CYP2D6

La prediccion de CGl a lo largo del gen CYP2D6 a través del software MethPrimer no mostro
que existieran CGI en el promotor del mismo. Sin embargo, se pudo determinar tres CGI en el
resto del gen (Figura 17). La primera, de 342 pb abarca todo el exdn 2 y el comienzo del intron 2
de CYP2D6. La segunda, de 498 pb cubre al tercer y cuarto exon en su totalidad. Por Gltimo, una

CGl de 104 pb que abarca el final del intron 6 y parte del exon 7.
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Figura 17. Esquema de las CGI predichas en el gen CYP2D6 por el software MethPrimer (en celeste).
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El estado de metilacion se analiz6 en una Gnica CGI, para la cual se muestra el disefio de cebadores
para la secuenciacion con bisulfito en la Figura 18. El estudio de metilacion se inici6 con la
eleccion de una de las 3 islas. Las otras dos islas no fueron analizadas en este trabajo y se plantea

su estudio como perspectiva.
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Figura 18. Esquema de la CGI predicha en el gen CYP2D6 por el software MethPrimer (en celeste) y
estudiada mediante secuenciacion con bisulfito. En el esquema se observan las regiones de ADN
amplificadas en la PCR anidada para secuenciar y estudiar el estado de metilacién de la misma. F1:
Primer directo para la primera ronda de PCR. R1: Primer reverso para la primera ronda de PCR. F2:
Primer directo para la segunda ronda de PCR. R2: Primer reverso para la segunda ronda de PCR.

Las muestras de ADN modificadas con bisulfito se encontraron metiladas en todos sus sitios CpG
(Figura 19). La secuencia obtenida correspondia al gen CYP2D6 por lo que se descart6 la
amplificacion inespecifica de los pseudogenes CYP2D7 y CYP2D8. Por lo tanto, se observo que
la CGI encontrada entre el exdn 2 y el intron 2 del gen CYP2D6 se encontraba metilada en el

100% de los casos, tanto para las pacientes como para los individuos voluntarios.

AG: G € G T T 6 GG T G AT T TAC G G '€ G AG G AT 4

\ / /
Figura 19. Electroferograma de la secuencia de ADN modificada con bisulfito de la regién amplificada
enla CGl enel gen CYP2D6. Se detallan con asteriscos y flechas rojas las 5-metilcitosinas en los sitios
CpG que no fueron afectadas por el bisulfito.
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5.3 ASOCIACION CON LOS DATOS CLINICOS

5.3.1 Asociacion de los polimorfismos genéticos de CYP2D6 con los resultados del

tratamiento con TMX

El modelo de herencia dominante fue puesto a prueba en los polimorfismos *4 y *41, mientras
que el modelo de herencia recesivo fue puesto a prueba en el polimorfismo *4. Esto se debi6 a
gue el resto de las variantes de CYP2D6 tuvieron una baja frecuencia en las pacientes y se
descartaron para este andlisis por contener frecuencias esperadas menores a 1 en sus tablas de
contingencia. Los andlisis no mostraron asociaciones estadisticamente significativas entre
presencia de los polimorfismos estudiados y el resultado clinico del tratamiento con TMX. El
namero de pacientes que tienen un buen o mal resultado clinico segun el genotipo de las variantes

y la asociacion estadistica para los modelos dominantes y recesivos, se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Estudios de asociacion de los polimorfismos *4 y *41 para los modelos de herencia
dominante y recesivo. Se detalla la cantidad de individuos con un buen o mal resultado clinico al
tratamiento con TMX para cada genotipo. Se indica el valor de chi-cuadrado (y?) y su valor p.

CYP2D6*4
Modelo dominante
Genotipos Buen resultado Mal resultado 2 (valor p)
CYP2D6*4 gc 15 13 2.7%10-4 (p=0.987)
CYP2D6*4 ga+an 7 6
Modelo recesivo
Genotipos Buen resultado Mal resultado 2% (valor p)
CYP2D6*4 gg+ca 19 17 0.016 (p=0.899)
CYP2D6*4 an 3 2

CYP2D6*41
Modelo dominante
Genotipos Buen resultado Mal resultado 2% (valor p)
CYP2D6*41 gc 17 12

0.981 (p=0.322)

CYP2D6*41 caan 5 l
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5.3.2 Asociacion entre los fenotipos metabolizadores CYP2D6 y los resultados del
tratamiento con TMX

Los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 con relevancia clinica (PM e IM) pueden estar dados
por genotipos que contengan polimorfismos de baja funcidn enzimética o funcion enzimética
reducida y que no hayan sido incluidos en el analisis anterior. Pero en concordancia con el
resultado anterior, la relacion entre los fenotipos metabolizadores CYP2D6 y la respuesta clinica
del CM en las 41 pacientes no mostro ninguna asociacion estadistica significativa (p > 0.05). El
namero de pacientes que tienen un buen o mal resultado clinico segln su fenotipo metabolizador
y su asociacion estadistica se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Pacientes clasificados segun su resultado clinico y los fenotipos metabolizadores CYP2D6
esperados. Se indica el valor de chi-cuadrado (¥?) y su valor p. NM: metabolizador normal, IM:
metabolizador intermedio, PM: metabolizador lento.

Resultado clinico NM PMo IM 2 (valor p)
Bueno 15 7

2.7x10* (p=0.987
Malo 13 6 P )

La comparacion del tiempo de suspension del tratamiento entre los diferentes fenotipos
metabolizadores de CYP2D6 en el grupo con un resultado clinico malo muestra una tendencia y
distribucion similar (log-rank p > 0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de pacientes con malos resultados clinicos que interrumpieron el tratamiento con
TMX durante el periodo de 5 afios segun su fenotipo de metabolizador CYP2D6. Se muestra el valor p
asociado a la distribucion de los fenotipos y la tendencia de estos en la suspension del tratamiento a lo
largo del tiempo segin las pruebas de log-rank. NM: metabolizador normal (en verde), IM:
metabolizador intermedio (en amarillo), PM: metabolizador lento (en rojo).
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5.3.3 Asociacion entre los fenotipos metabolizadores CYP2D6 y los resultados del
tratamiento con TMX con el estado menopadsico

De las 41 pacientes, 28 se clasificaron como posmenopdusicas y 13 como premenopausicas. En
este caso, se estudid Unicamente la asociacion de los fenotipos metabolizadores en pacientes
posmenopausicas, las pacientes premenopausicas se descartaron para este analisis por contener
frecuencias esperadas menores a 1 en la tabla de contingencia. El analisis estadistico realizado en
las pacientes posmenopausicas indicd que no hubo una relacién estadisticamente significativa

entre el resultado del tratamiento y los fenotipos metabolizadores (p = 0.334) (tabla 12).

5.3.4 Asociacion entre los fenotipos metabolizadores CYP2D6 y los resultados del

tratamiento con TMX en pacientes con uso anticonceptivos orales

Respecto al uso de anticonceptivos orales, 30 declararon utilizar o estar utilizando anticonceptivos
orales. El analisis estadistico realizado en la cohorte indic6 que no hubo una relacion
estadisticamente significativa entre el resultado del tratamiento y los fenotipos metabolizadores

en las pacientes que declararon el uso de anticonceptivos orales (p = 0.469) (tabla 12).

5.3.5 Asociacion entre los fenotipos metabolizadores CYP2D6 y los resultados del

tratamiento con TMX en pacientes fumadoras

Con respecto al tabaquismo, 14 pacientes declararon consumir tabaco frecuentemente. El andlisis
estadistico realizado en la cohorte indicd que no hubo asociacién significativa entre el resultado

del tratamiento y los fenotipos metabolizadores en pacientes fumadoras (p = 1.000) (tabla 13).

Tabla 13. Asociacion entre el fenotipo metabolizador y las distintas variables. Se muestran las
pacientes tratadas con TMX posmenopausicas, fumadoras y con uso de anticonceptivos orales. Se
indica la cantidad de pacientes con mal o buen resultado para cada una de las variables y su analisis
estadistico mediante la prueba chi-cuadrado (y?) con su valor p asociado.

. Fenotipo Buen 5
Variable metabolizador resultado Mal Resultado 2 (valor p)
Pacientes NM 16 4 0.934

posmenopausicas PM o IM 5 3 (0.334)
Pacientes con uso NM 11 10
de 0.526
Anticonceptivos PM o IM 6 3 (0.469)
orales
Pacientes NM 4 3 0.000
fumadoras PM o IM 4 3 (1.000)
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6. DISCUSION

6.1 Evaluacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos CYP2D6

En esta tesis, caracterizamos con éxito las variantes alélicas mas relevantes del gen CYP2D6 en
una cohorte de 199 personas de Uruguay. La muestra cumple con un tamafio representativo con
una precision de £7 y una confianza del 95%. EIl nimero de muestras conseguidas y analizadas,
fue similar o incluso mayor al tamafio muestral de estudios realizados en paises de la region con

mayor cantidad de habitantes (tabla 9).

Nuestra poblacion presenta una ascendencia genética trihibrida. Los primeros trabajos mostraron
que en Montevideo el acervo genético presentaba una ancestralidad principalmente europea
(92%), seguido de un aporte africano (7%) y amerindio (1%). Sin embargo, Bonilla determiné
en el afio 2015 con personas de todo el territorio nacional que el componente ancestral tiene un
origen europeo en un 76.6 =+ 13.7%, amerindio en un 14.0 + 10.8% y africano en un 9.4% + 7.5,
Estos resultados, son concordantes con el reciente estudio de Burguefio-Rodriguez en el afio
2020."

En cuanto a la distribucion de las diferentes variantes de CYP2D6 en la poblacion estudiada en
comparacién con la base de datos 1000 genomas (tabla 8), encontramos que las frecuencias de
los alelos CYP2D6*4 (17,8%), CYP2D6 *41 (10.7%) y CYP2D6*9 (1,8%) fueron similares a las
reportadas en europeos. Sin embargo, para el resto de los alelos analizados, las frecuencias
presentaron similitud con otras poblaciones. Los alelos CYP2D6*3 (0%) y CYP2D6*6 (0.5%)
fueron similares a las reportadas en africanos, asiaticos del este, asiaticos del sur y americanos
mixtos, mientras que la frecuencia de CYP2D6*17 (1%) fue similar GUnicamente a la frecuencia
encontrada en poblaciones americanas mixtas. Si tomamos en cuenta el porcentaje de frecuencia
acumulada de los alelos con funcion nula o disminuida de CYP2D6 estudiados en esta tesis (*3,
*4,*5,*6, *9, *17y *41), se observa que alcanza un 32.3%, levemente mayor a lo que se observé

en la poblacion europea (29.5%) y levemente menor a lo observado en los asiaticos del sur (35%).

En América Latina, se ha observado que las frecuencias de las diversas variantes de CYP2D6
presentan distribuciones distintas (tabla 9). En la base de datos de 1000 genomas, las poblaciones
categorizadas como latinoamericanas, las frecuencias no estan subdivididas a pesar de que las

poblaciones de cada pais difieren en cuanto a su acervo genético.

En esta tesis para investigar las CNVs del gen CYP2D6, utilizamos dos técnicas, Long-PCR y
PCR en tiempo real con sondas TagMan. Los resultados obtenidos por ambas técnicas fueron

consistentes.
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La frecuencia alélica observada para los CNVs fue de 1%, de los cuales 0.5% correspondieron al
gen duplicado y 0.5% al gen delecionado. La duplicacion de CYP2D6 mostré una frecuencia de
1.75% en poblacion europea, 6.21% la poblacion africana y 2.73% en americanos mixtos’.
Mientras que la delecion génica (CYP2D6*5) presentd una frecuencia alélica de 3% en la
poblacion europea, 5.9% en la poblacion africana y 2.2% en los americanos mixtos”. En todos
los casos las frecuencias encontradas tanto para las duplicaciones como para la delecion del gen

CYP2D6 son mayores a las encontradas en nuestra poblacion.

Las poblaciones sudamericanas de la bibliografia utilizada presentan origen étnico trihibrido, pero
la proporcion de ascendencia europea, africana y amerindia es variable. Por ejemplo, la poblacién
de Bogota (Colombia) tiene una estructura poblacional con una ascendencia predominantemente
amerindia (52%), seguida de europea y africana (45% y 3% respectivamente). En esta poblacion,
se determino que las frecuencias para las CNV de CYP2D6 fueron de 9.3% para la duplicacion y
2.1% para la delecion®, frecuencias que son superiores a las encontradas en nuestra poblacion.
Por otra parte, la poblacion del sur de Brasil present6 frecuencias de CNV para CYP2D6 de 6.3%
para las duplicaciones y 4.9% para la delecion®®, mostrando ser superiores a la de la poblacion
uruguaya. Las poblaciones sudamericanas presentan su propio acervo genético caracteristico, por
lo que los estudios de frecuencias de cada pais en particular no son extrapolables a individuos de

otra poblacion a pesar de pertenecer al mismo continente.

Recientemente, trabajos que han estudiado las poblaciones nativas Iberoamericanas, han visto que
la delecidn (CYP2D6*5) y la multiplicacion del gen CYP2D6 poseen una frecuencia y un patrén
de distribucion que es independiente al proceso de mestizaje entre los nativos de Latinoamérica
y los europeos. Por lo que la presencia en el continente latinoamericano de las CNVs es anterior

a este proceso migratorio, y muestra un origen convergente entre Latinoamérica y Europa’™.

6.2 Evaluacidn de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 inferidos

La prevalencia de los fenotipos NM (65%), IM (30%) y PM (5%), mostré valores similares a los
descritos en Europa®. En la bibliografia publicada en poblaciones europeas y/o caucasicas antes
del nuevo consenso de AS realizado por la CPIC y el DPWG™, el fenotipo NM mostraba una
mayor prevalencia, mientras que el fenotipo IM presentaba una menor prevalencia a la establecida
en esta tesis. Sin embargo, esta diferencia es producto de un cambio de clasificacion en cuanto a
la prediccidn fenotipica del genotipo *1/*4 de CYP2D6. Previo al nuevo consenso, este genotipo
era considerado dentro del grupo de NM, pero con la nueva estandarizacion es considerado en el
grupo de los IM. Por lo tanto, mas alla de la bibliografia que se tome de referencia al comparar
nuestra poblacion con la europea, la prevalencia de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 es

similar.
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El fenotipo UM no pudo ser inferido con los resultados obtenidos en esta tesis debido a que el
mismo es producto de duplicaciones génicas, las cuales se presentaron en individuos
heterocigotas sin poder determinar cuél alelo es el duplicado. A pesar de esto, estamos en
condiciones de afirmar que el fenotipo UM inferido para la poblacion uruguaya es nulo o en el
mejor de los casos de muy baja frecuencia (0.5%). Este resultado es distinto al observado en la
poblacion europea (3.1%) y en el resto de las poblaciones americanas (4.6%)°. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, a pesar de que las poblaciones latinoamericanas suelen ser en
muchos casos poblaciones trihibridas, el origen de su acervo genético es diferente. Por lo tanto,
no resulta sorprendente que el fenotipo UM no presente ninguna semejanza con otra poblacion
cercana, remarcando la importancia de estudiar y conocer las frecuencias fenotipicas y genotipicas

a nivel local.

Basandonos en estudios sobre la distribucion fenotipica de la metabolizacion oxidativa del
dextrometorfano en una poblacién uruguaya, farmaco también metabolizado por CYP2D6, se
encontrd que en una cohorte de 302 pacientes existia un patron fenotipico de distribucion trimodal
con un 78.8% de metabolismo intermedio/normal, un 13.9% metabolismo rapido y un 7.3% de
metabolismo lento. Sin perjuicio de que el método utilizado por los investigadores no es
comparable con la prediccion fenotipica a través del genotipo de CYP2D6, podemos decir que la
proporcion de pacientes PM encontrada en la cohorte utilizada en esta tesis se asemeja a la
cantidad de metabolizadores lentos del dextrometorfano encontrada. Por lo que existe cierto grado

de concordancia entre los resultados de nuestro trabajo y los resultados publicados’.

Los fenotipos metabolizadores inferidos a través de los genotipos difieren entre los diferentes
trabajos’®"’. Esto debe tenerse en cuenta al evaluar los estudios para el desarrollo de directrices o
guias farmacogenéticas. La mayoria de los trabajos estudian un farmaco especifico y el efecto que
tenga una o varias variantes genéticas. Es comun que un genotipo especifico para la enzima
CYP2D6 tenga un gran efecto sobre la farmacocinética de un farmaco y no tenga ningun efecto

sobre otros, a pesar de que sean sus sustratos, debido a que existen otros genes involucrados’.

Por otra parte, la puntuacién AS utilizada para inferir a los fenotipos metabolizadores de CYP2D6
toma en cuenta valores de actividad muy estrictos para los alelos de funcion decrecida. En
particular, se ha visto que la estimacion de actividad enziméatica mediante la relacién metabélica
de los alelos CYP2D6*9, *17 y *41, es diferente y puede variar segun el farmaco. Recientemente,
estudios en donde se utiliz6 al farmaco brexpiprazol como biomarcador de la actividad de
CYP2D6, determind que la actividad enzimatica relativa respecto al alelo de funcién normal
CYP2D6*1: es del 23% para CYP2D6*9, del 4% para CYP2D6*17 y del 9% para CYP2D6*41"°,

A pesar de esto, la prediccién del fenotipo de CYP2D6 a través consenso AS sigue siendo
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utilizado y constantemente actualizado, lo que deriva en una fuente de informacién para los

profesionales en la toma de decisiones clinicas.

Una de las limitaciones de este trabajo es la cobertura de alelos de CYP2D6 estudiados. Si bien,
se cubri6 a las variantes de CYP2D6 con mayor frecuencia en las poblaciones con las cuales
tenemos mayor parentesco genético segin nuestra ancestralidad, no se incluyeron variantes raras
de baja frecuencia con consecuencias conocidas o nuevas en CYP2D6 que podria estar presentes
en la poblacion. La precision de la prediccion de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6
mediante el analisis genético podria mejorarse ampliando la cobertura de alelos de CYP2D6,
incluyendo estos alelos raros de CYP2D6, que en esta tesis pudieron haber sido clasificados

incorrectamente como wild-type.

Debemos tener en cuenta que cualquier estudio genético tendra sus limitaciones a menos que se
integren otros factores, incluida la variacion genética en otros loci que contribuyan al transporte,
metabolismo y disposicion de un farmaco de interés, como también los factores clinicos del
paciente como la medicacion concomitante, las condiciones fisiologicas y las patolégicas
subyacentes. Ademas, se ha visto que, en individuos con el mismo fenotipo metabolizador, pero
de poblaciones con diferentes origenes ancestrales, la actividad de la enzima CYP2D6 puede ser
diferente®, por lo que los origenes ancestrales poblacionales de las cohortes de estudio deberan

ser tenidas en cuenta en los estudios de prediccion fenotipica.

6.3 Evaluacion de los estudios de metilacion en CYP2D6

En el analisis del estado de metilacion de CYP2D6 realizado en esta tesis, encontramos que la
CGil estudiada (exdn 2 e intron 2) estaba totalmente metilada para todas las muestras analizadas.
Se descartd que la secuencia estudiada perteneciera a los pseudogenes CYP2D7 o CYP2D8 a
través de un analisis de homologia, resaltando el correcto disefio de los primers para la
secuenciacién con bisulfito. Un andlisis en recién nacidos de origen caucésico en Glasgow
(Escocia), establecid que el porcentaje de metilacion en el exén 1 de CYP2D6 fue de
aproximadamente un 90%®.. Si bien la region estudiada por los autores no corresponde a la CGlI

estudiada en esta tesis, nos indica el grado de metilacion que posee este gen.

La metilacion del ADN también puede influir directamente en la transcripcién cuando un
dinucledtido CpG se encuentra dentro de un sitio de unién de un factor de transcripcion®. Zhang
et al encontré hipermetilacion en lamisma CGI de CYP2D6 estudiada en esta tesis®®. No obstante,
a raiz de nuestros resultados, cabe considerar la posibilidad de que la regulacién epigenética de

este gen no sea llevada a cabo por la metilacion del ADN la CGl estudiada.

Otras investigaciones que estudiaron la metilacién de CYP2D6 en hepatocitos de higados de

adultos encontraron una metilacion variable, la cual se correlaciona inversamente con la expresion
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del ARNm®, Estos resultados, en conjunto con los de Ingelman-Sundberg*, los cuales establecen
la presencia de una CGl al 5 del intron 4 de 75 pb con posible funcién regulatoria, indicando que
otra region, diferente a la estudiada en esta tesis, podria regular la expresion del gen por
metilacion. El analisis del grado de metilacion de la CGI de 75 pb encontrada por Ingelman-
Sundberg®® con posible funcion regulatoria, al igual que el resto de las CGI encontradas en este
trabajo no fueron puestos a prueba debido a la necesidad de cumplir con los plazos asignados para

culminar la tesis.

6.4 Analisis de asociacion en las pacientes

La asociacion entre los genotipos de CYP2D6 y el resultado clinico de los pacientes tratados con

TMX sigue siendo controversial®

. Algunos autores sefialan que sus hallazgos no respaldan
ningun impacto de los fenotipos de CYP2D6 inferidos a partir del genotipo y la supervivencia
libre de CM®. Mientras que otros autores observan que los pacientes con CM categorizados como
PM o UM respecto a CYP2D6, tienen un peor pronostico (mayor mortalidad o suspension
temprana de tratamiento) en comparacion con los pacientes categorizados como NM, luego de
recibir una dosis estandar de TMX®. En nuestra cohorte de 41 pacientes, los resultados no
respaldan ninguna incidencia de los genotipos del gen CYP2D6 y/o los fenotipos metabolizadores
esperados en los resultados clinicos (mortalidad, suspension del tratamiento, recaida y/o efectos

adversos).

Recientemente, se ha trabajado en un algoritmo de prediccion de endoxifeno donde se incluye la
genética de otros farmacogenes ademas de CYP2D6%’, lo que podria ayudar a seleccionar dosis
personalizadas de TMX que garantice que todos los pacientes con CM alcancen concentraciones
adecuadas de endoxifeno y sacar el maximo provecho del tratamiento. A pesar de esto, siguen
existiendo trabajos donde se observa que los niveles de endoxifeno se reducen significativamente
en los portadores homocigotos de alelos nulos de CYP2D6 y también en los portadores de alelos
de funcidn reducida, los cuales no logran alcanzar el umbral terapéutico de endoxifeno (5.97

ng/mL) para la eficacia clinica®.

Para el caso de pacientes fumadoras, no influyeron sus fenotipos metabolizadores de CYP2D6
con su resultado clinico. En la bibliografia publicada, se ha visto que estas pacientes poseian una
mayor probabilidad de reportar efectos secundarios relacionados al farmaco®. Sin embargo, en
esta tesis no pudimos establecer tal asociacion. En cuanto a las pacientes que usaron
anticonceptivos orales, no se observé una influencia de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6
con su resultado clinico, lo cual es consistente con la bibliografia que indica que no hay evidencia
de asociacion en el uso de los mismos con la respuesta al TMX®. En lo que respecta al estado
menopadsico de las pacientes, en nuestra cohorte no se pudo asociar una diferencia en el resultado

clinico con el fenotipo metabolizador en pacientes posmenopausicas.
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Una posible limitacion del estudio podria estar en el tamafio de la muestra para el calculo de las
asociaciones estadisticas, ya que el grupo PM incluyé un pequefio nimero de pacientes. Esto
genera una dificultad para realizar un andlisis estadistico solido al comparar las diferencias en el
resultado del tratamiento con TMX entre los cuatro fenotipos metabolizadores CYP2D6 (UM,
NM, IM y PM). En futuras investigaciones, creemos que es necesario realizar estudios con un
esquema de tratamiento similar al aqui presentado, pero incorporando un nimero suficiente de

pacientes con fenotipo PM para garantizar un poder estadistico adecuado.
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7. CONCLUSIONES

> Esta tesis, es uno de los pocos trabajos realizados en Latinoamérica y en Uruguay que reporta
el estado genético del gen CYP2D6.

> Establece los datos de las frecuencias alélicas, genotipicas y fenotipicas de CYP2D6 en
nuestro pais sobre una cohorte de 199 individuos contribuyendo con mas informacién sobre

las diferencias interétnicas a nivel mundial sobre polimorfismos genéticos de este gen.

> En este manuscrito se establecieron los datos genéticos especificos como antecedentes para
CYP2D6 en la poblacion uruguaya, pudiendo ayudar a realizar analisis farmacogenéticos y
posteriores ensayos clinicos, sin la necesidad de extrapolar datos genéticos de otras

poblaciones.

> El estudio del estado de metilacién del gen CYP2D6 es un campo poco explorado y nuestro
estudio del estado de metilacion es una de las pocas aproximaciones que existen en este tema.
En el grupo de muestras aqui estudiadas, se determind un alto porcentaje de metilacion en
una CGI que abarca el exon 2 e intron 2, lo que nos lleva a hipotetizar que CYP2D6 no se

encuentra regulado por este mecanismo en la regién estudiada.

> Nuestro trabajo informa sobre una falta de asociaciones entre el genotipo CYP2D6 y sus
fenotipos metabolizadores inferidos, con los resultados clinicos en un grupo de pacientes
tratados con TMX. Sin embargo, seria Gtil realizar méas estudios que incluyan mas pacientes
y una evaluacién del nivel de endoxifeno en plasma. De esta forma, se podra comprender
mejor la contribucion de las variantes del gen CYP2D6 y resolver las controvertidas
asociaciones entre el fenotipo CYP2D6 vy los resultados clinicos en pacientes tratados con
TMX.

> Los datos aqui proporcionados, pueden ser utilizados para ampliar el entendimiento de la
farmacogenética asociada al gen CYP2D6 en una cohorte de pacientes con una ascendencia
genética particular, determinando la importancia de sus variantes genéticas en la respuesta

clinica y clarificando su impacto en el campo de la medicina de precision.
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8. PERSPECTIVAS

» Aumentar la muestra de pacientes con CM tratadas con Tamoxifeno para aumentar la robustez
de las conclusiones y detectar asociaciones mas sélidas entre los polimorfismos de CYP2D6
o los fenotipos metabolizadores y la respuesta al tratamiento.

» Explorar la asociacion de la respuesta al tratamiento con TMX con otros genes que participan

en su metabolismo.

» Ampliar la cobertura de alelos que puedan estar afectando la correcta metabolizacion de TMX
y obtener una comprension mas completa de la variabilidad en la respuesta al tratamiento

hormonal en las pacientes con CM.
» Investigar la metilacion del ADN en el gen CYP2D6 en mayor cantidad de muestras y estudiar
si el estado de metilacion de las islas CpG en CYP2D6 que no fueron incluidas en esta tesis

se asocian con el resultado clinico en las pacientes con CM tratadas con TMX.

» Estudiar otros mecanismos de regulacién epigenética en CYP2D6, con el fin de corroborar

su asociacion con los resultados clinicos.
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9. ANEXO

9.1 Estadios tumorales del cancer de mama

Una vez diagnosticado el CM, se realizan pruebas para determinar la etapa de la enfermedad en
la que se encuentra el paciente. La estadificacion clinica del CM es compartida por todos los
subtipos moleculares de CM y se compone de: Estadio 0, Estadio I, Estadio Il, Estadio Il y
Estadio 1V, los cuales presentan caracteristicas diferentes (Tabla 2). La mayoria de los canceres
de mama surgen de los l6bulos o los conductos de la mama. En algunos casos, el tumor infiltra la
piel o componentes de la pared toracica como los musculos pectorales. Las células tumorales
también son capaces de modificar el microambiente tumoral promoviendo el crecimiento y la

expansion tumoral®’.

Tabla Anexo 1. Estadios y subestadios anatdmicos del CM con sus caracteristicas. Extraido de Feng et al?L.

Estadio  Subestadio Caracteristicas
Estadio 0 Carcinoma ductal in situ (benigno)
Tumor invasivo primario con un tamafio de < 20mm, sin
compromiso ganglionar.

Micrometéastasis ganglionares (> 0,2 mm, < 2,0 mm) con o sin
tumor primario de <20 mm.

Metéstasis de ganglios linfaticos moviles ipsilaterales de nivel I,
1A II con tumor primario de 20 mm; O tumor > 20 mm y < 50 mm

sin afectacion ganglionar.

Metéstasis de ganglios linfaticos moviles ipsilaterales de nivel I,
11B I con tumor > 20 mm y < 50 mm; O tumor > 50 mm sin
afectacion ganglionar.

Metéstasis de ganglios linfaticos moviles ipsilaterales de nivel I,
I con tumor >50 mm; O tumor primario de cualquier tamafio
con metastasis ipsilaterales fijas de nivel I, Il o de ganglios
linfaticos internos.

Estadio 111 1B Tumor primario con invasion de pared toracica y/o piel.

Tumor primario de cualquier tamafio con metastasis en los
ganglios linféticos supraclaviculares o ipsilaterales de nivel IlI;
O con metéstasis ipsilaterales de nivel I, Il y de ganglios
linfaticos internos.

Estadio IV Cualquier caso con metastasis a 6rganos distantes.

Estadio |

Estadio 11

A

Ic
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Aims: To report the distribution of allele frequencies of CYP2D6 gene and to evaluate their influence
on the clinical outcomes of a group of breast cancer patients receiving adjuvant tamoxifen treatment
from Uruguay. Patients & methods: 199 samples were genotyped through real-time polymerase chain
reaction assays. Metabolization profiles were inferred from the genotypes. Correlations were evaluated
using Pearson’s x? test. Results: Phenotype frequencies were 0.65 normal (NM), 0.30 intermediate (IM) and
0.05 poor metabolizers (PM). Similar clinical outcomes between NM and (PM + IM) patient groups (odds
ratio = 1.011, 95% Cl = 0.2703-3.7826; p = 0.987) were found. Conclusion: CYP2D6 allele frequencies were
analyzed for the first time in a cohort from Uruguay. Results did not support any impact of CYP2D6 gene
polymorphisms on clinical outcomes.
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Breast cancer (BC) is a growing public health concern. In 2020, it was the malignant neoplasm with the highest
incidence worldwide, with 2.26 million cases, causing the death of approximately 685,000 people [11. BC is the
most frequent cancer in Uruguayan women and the one with the highest mortality (2. Tamoxifen (TMX) is a
selective estrogen receptor modulator widely used as adjuvant therapy for estrogen receptor positive (ER+) BC (3).
Despite its efficacy, near 40% of carly BC patients who undergo treatment relapse or progress and eventually
die of the disease (4] Through the action of the CYP2D6 enzyme, TMX is converted into endoxifen, its most
active metabolite [5]. The interindividual response to TMX is highly variable, partly due to genetic factors, mainly
variations in the CYP2DG6 gene (6]. At least one functional CYP2DG6 allele is required to ensure the presence of
optimal plasma levels of endoxifen [7]. In addition, TMX biotransformation is also mediated by other enzymes such
as CYP3A4, CYP3AS5, CYP2C9 and CYP2C19. Dietary factors, adherence or compliance to treatment, BMI, age,
hormonal status and concomitant medication should also be considered [s.

The CYP2DG6 gene is highly polymorphic, and 171 variants have been described to date [9]. CYP2DG6 alleles
are grouped according to their functionality and are classified as follows: normal function (e.g., *1, *2, *35),
null-function (e.g., *3, *4, *5, *6, *40), reduced-function (e.g., *9, *10, *17, *29, *41) or increased-function alleles
(e.g., *1xN, *2xN) [10]. On the basis of the CYP2D6 enzyme activity, four distinctive metabolizer phenotypes
could be defined: ultra-rapid metabolizers (UM), normal metabolizers (NM), intermediate metabolizers (IM) and
poor metabolizers (PM) according to international guidelines. The new standardized activity score (AS) definition
and the metabolization profiles inferred from genotypes, were applied following the Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium and the Dutch Pharmacogenetics Working Group Guidelines. Samples were classified
as PM (AS = 0), IM (AS = 0.5 to 1.25), NM (AS = 1.5 to 2.25) or UM (AS >2.25). PM carriers often have
inactivating mutations or complete deletion in both alleles of the CYP2D6 gene and consequently have a defective
ability to metabolize substrates such as TMX (11,12] 113]. TMX-treated patients (TTP) with PM and IM phenotype
have a worse prognosis (death, contralateral breast cancer, local recurrence, distant metastasis etc.) after receiving a
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standard dose of TMX. On the other hand, TTP UM phenotype carriers present the greatest adverse drug reactions
and reduced risk of contralateral BC [14-16).

This study aimed to report the distribution of allele and genotype frequencies of CYP2DG6 gene. In addition, the
influence of the genetic variability in this gene on the clinical outcomes of a group of TMX-treated patients from
Uruguay was also evaluated.

Materials & methods

Patients

199 individuals were analyzed: 41 TMX-treated women and 158 controls. Samples and clinical data were gathered
between 2016 and 2020. The institutional bioethics committees of the participating centers approved the study,
and it was in accordance with the current version of the Declaration of Helsinki. A signed informed consent was
obtained from all individual participants.

Methods

DNA was isolated using the High Pure PCR Template Preparation Kit® (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many). DNA concentration was quantified in a NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA).

CYP2D6 gene polymorphisms were selected according to the ancestry of our population. CYP2DG6 *3, *4, *6,
*9, *17 and *41 polymorphisms were analyzed using TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) in a Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Qiagen, MD, USA) using the allelic
discrimination interface. CYP2DG6 wr (wild-type) was assigned when no other allele analyzed was detected.

CYP2D6 copy number variation (CNV) was analyzed using two TagMan® copy number assays (Hs00010001 _cn
[Exon 9] and Hs04083572_cn [Intron 2]; Life Technologies Corporation, CA, USA) with VIC® Dye-labeled
TagMan® Copy Number (Rnase P) Reference Assay as reference. Polymerase chain reaction (PCR) reactions
were performed on the StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystemsm, CA, USA) according to the
manufacturer’s protocol. Relative quantification was performed following the comparative AACT method in
CopyCaller® Software (Life Technologies Corporation).

Patients who discontinued TMX treatment due to adverse effects or to progression or recurrence of breast cancer
and those who died from the disease were classified as having a poor outcome. A good outcome indicated patients
had completed a 5-year follow-up or achieved a complete clinical remission at the end of the study period (2020),
whichever came first. Complete remission was determined by paraclinical tests, physical examinations, and scans and
no evidence of the disease was found.

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was analyzed for each allelic variant using a chi-square (x?) test in a
contingency table, considering HWE when x ? was less than 3.84 (p > 0.05). The associations between metabolizer
phenotypes and clinical outcomes were assessed using a logistic regression method to ascertain the odds ratio (OR)
and 95% CI and the chi-square goodness-of-fit test, considering one degree of freedom and p < 0.05. PM and IM
phenotypes were grouped and analyzed as PM + IM. For statistical analyses, we used the GraphPad Prism software,
version 8.0.1 (CA, USA).

Results

In this single-center retrospective study, a cohort of 41 patients was recruited. The control group (mean age
55 == 13 years) consisted of healthy women without breast cancer who were not taking TMX. Baseline characteristics
of all TMX-treated patients are shown in Table 1. The mean age of the patients was 57 & 14 years.

Complete treatment information was obtained from medical records. In all cases, the prescribed dose of TMX
was 20 mg/day. The mean follow-up time was 54 months.

The allelic frequencies of CYP2DG6 gene polymorphisms are shown in Table 2. Among null-function alleles,
the CYP2DG6*4 variant had the highest frequency, whereas the CYP2DG6*3 variant was absent. The genotypic
frequencies are shown in Table 3. The *4/*4 was the only genotype associated with the PM phenotype that was
found in this study.

195 samples showed normal gene copy number, two samples had duplicated alleles (three copies) and two
samples had a single copy (deleted allele).

CYP2D6 genotype was translated into four distinctive phenotypes based on CYP2DG6 alleles combination
according to international guidelines. Within the analyzed population (N = 199), 65% (129/199) presented a NM
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Table 1. Characteristics of the 41 tamoxife

ated patients.

Characteristic n (%)
Age
=50 23 (56.0)
<50 18 (44.0)
Age at diagnosis
>50 17 (41.5)
<50 24 (58.5)
Menopausal status
Premenopausal 13 (31.7)
Postmenopausal 28 (68.3)
Cancer stage
1 21(51.2)
Il 14 (34.1)
1] 4(9.7)
\% 2(5.0)
Family history of breast cancer
No 34 (82.9)
Yes 6 (14.6)
Unknown 1(2.5)
BMI, kg/m?
<25 22(53.7)
25-29 14 (34.1)
>30 4(9.7)
Unknown 1(2.5)
Cigarette smoking
Yes 22(53.7)
No 19 (46.3)
Parity
0 7(17.0)
1-2 26 (63.5)

>3 10 (25.0)

Unknown 1(2.5)
Adjuvant therapy (chemotherapy)

No 33(80.5)
Yes 7(17.0)
Unknown 1(2.5)

Oral contraceptive use

Yes 11(26.8)

No 30(73.2)

Table 2. Distribution of CYP2D6 allelic variants analysed.

SNP rsiD HGVS cDNA lature Freq y HWE (p-value)
CYP2D6*3 rs35742686 c.775del 0.000 (0/398) Not calculated
CYP2D6*4 rs3892097 ¢.506-1G>A 0.178 (71/398) 2.45(0.12)
CYP2D6*5 N/A N/A 0.005 (2/398) 0.01(0.97)
CYP2D6*6 rs5030655 c.454del 0.005 (2/398) 0.01(0.97)
CYP2D6*9 rs5030656 €.841._843del 0.018 (7/398) 0.06 (0.80)
CYP2D6*17 rs28371706 €.320C>T 0.010 (4/398) 0.02 (0.89)
CYP2D6*41 rs28371725 €.985 + 39G>A 0.107 (43/398) 1.19(0.27)

HGVS: Human Genome Variation Society; HWE (p-value): p-values for Hardy-Weinberg equilibrium; N/A: Not applicable; rsID: SNP identifier.
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Table 3. Distribution of genotypes and phenotypes of the CYP2D6 gene that were analyzed.

Genotypes
Cohort size N:199

wt/wt
wt/*9
wt/*17
wt/*41
wt /*4
wt /*5
wt /*6
*4/*9
*4/%17
*4/%41
*41/%41
*41/%9
*41/%6

*4/*4

No. of carriers/g ype (P) q y (P/N) Metabolizer phenotype (MP) % MP

90 0.452
4 0.020 NM 65
2 0.010
33 0.166

44 0.221
2 0.010
2 0.005
1 0.005
2 0.010 M 30
6 0.030
1 0.005
2 0.010
1 0.005

10 0.050 PM 5

IM: Intermediate metabolizer; MP: Metabolizer phenotype; NM: Normal metabolizer; PM: Poor metabolizer; P: No. of carriers/genotype; P/N: No. of carriers-genotype/cohort size; wt:

Wild-type.

Table 4. Type of events and metabolizer phenotypes of the 41 tamoxifen-treated patients.

Type of events Phenotype Total
NM PMorIM
Clinical remission 15 7 22
Discontinuation of treatmentt 4 3 7
Disease progression 2 S
Death? 6 1 7
M

TRelated to side effects.

Al patients included in this category died of breast cancer.
IM: Intermediate metabolizer; NM: Normal metabolizer; PM: Poor metabolizer.

phenotype, and 30%, (60/199) and 5% (10/199) were IM and PM, respectively. UM phenotype could not be
determined. Frequency values of the CYP2DG6 genotypes are shown in Table 3.

The stratification of patients according to the type of events and their metabolizer phenotypes are shown in
Table 4. No significant association between phenotypes and clinical outcomes was found (OR = 1.011, 95%
CI = 0.2703-3.7826; p = 0.987).

Discussion

In this study, we successfully characterized most relevant allelic variants and the CNV of the CYP2DG6 gene in a
cohort from Uruguay. Our population presents a peculiar ancestry with a trihybrid genetic composition: Europeans
(92%), Africans (7%) and Amerindians (1%), which gives it a unique genetic identity (17.

Regarding the CYP2DG6 distribution of different variants, we found that the frequencies of the alleles CYP2DG6*4
(17.8%), CYP2DG6*9 (1.8%) and CYP2DG6*41 (10.7%) were similar to those reported in Europeans. However, the
frequencies of CYP2DG6*3 (0%) and CYP2DG*6 (0.5%) were similar to those reported in Africans and admixed
Americans. Finally, the frequency of CYP2D6*17 (1%) was more similar to that found in admixed American
populations [18].

Regarding the CNV, the frequency observed (1%) was lower than those reported in any other populations, which
values ranged from 3.5 to 16.3% [19-21]. The prevalence of the NM (65%), IM (30%) and PM (5%) phenotypes
showed similar values to those described in European [221. Finally, the phenotype status of two samples carrying
CYP2DG6 gene duplications (three copies) and heterozygous with a null or decreased-function allele (wt/*4 or
wt/*9, respectively), could not be determined.

The association between CYP2DG6 genotype and clinical outcome is still been discussed, and conflicting data
have been published [23-25]. In our cohort of 41 TTP, the results did not support any incidence of CYP2D6 gene

polymorphisms on clinical outcomes.
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One of the limitations of this study was the lack of determination of TMX and endoxifen levels and CYP2D6
phenotypes were predicted based only on the combination of individual’s CYP2D6 alleles. A second limitation
could be the sample size, particularly in the number of TMX-treated patients. However, considering that Uruguay
has a population of 3.5 million inhabitants and an incidence of ~1600 ER+ tumors per year, the number of
patients recruited could be considered a representative sample.

Conclusion

This work, one of the few carried out in Latin America and the first performed in Uruguay, reports the distribution
of allelic variants of CYP2DG6 gene in our country. These data provide more information on worldwide differences
in allelic frequencies of this gene, seeking to contribute to the development of pharmacogenomic guidelines.
Furthermore, it reports a lack of associations between CYP2D6 genotype and clinical outcomes in a group of
TMX-treated patients. However, further studies are needed to better understand the contribution of the CYP2D6
gene variants and to solve the controversial results about the influence of the genetic variability in CYP2D6 on
clinical outcomes of breast cancer patients with TMX treatment.

Summary points

e Tamoxifen (TMX) is widely used as adjuvant therapy for estrogen receptor positive breast cancer in
premenopausal and postmenopausal women.

The interindividual response to TMX is highly variable, partly due to genetic factors, mainly to variations in the
CYP2D6 gene.

Poor metabolizer carriers often have inactivating mutations or complete deletion in both alleles of the CYP2D6
gene and consequently have a defective ability to metabolize substrates such as TMX.

e Frequencies of the alleles CYP2D6*4, CYP2D6*9 and CYP2D6*41 were similar to those reported in Europeans.
Frequencies of the alleles CYP2D6*3 and CYP2D6*6 were similar to those reported in Africans, and admixed
Amerindian.

e Frequency of the allele CYP2D6*17 was rather similar to that found in admixed American populations.

e The prevalence of the normal, intermediate and poor metabolizers phenotypes showed similar values than those
described in European.

Our results did not support any impact of CYP2D6 gene polym.
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