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RESUMEN
El citocromo P450 2D6 (CYP2D6), es una de las mas importantes enzimas
involucradas en el metabolismo de los xenobidticos en el cuerpo humano;
participa en la oxidacién de mas del 20% de las drogas de uso clinico, se
expresa de forma muy variable, dependiendo del grupo étnico.
El presente trabajo de investigacion se realizé en el Centro de Investigacion en
Biologia Molecular y Biocinformatica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de
octubre de 2013 a Junio de 2014 en la ciudad de Ayacucho - Pera.
Planteandonos como objetivos: determinar el perfil genético molecular del
citocromo CYP2D6 en pacientes con tuberculosis atendidos en el Hospital
Regional de Ayacucho; estandarizar las técnicas de XL-PCR, PCR anidado y
PCR tetraprimer; y detectar las variantes alélicas *1, *3, *4 y *6 del gen CYP2D6
de estos pacientes.
La muestra estuvo conformada por 20 pacientes con tuberculosis atendidos en el
Hospital Regional de Ayacucho, que voluntariamente aceptaron participar en el
presente estudio firmando la carta de consentimiento informado, el material
biolégico fue sangre capilar impregnada en tarjetas FTA.
Se determinaron las condiciones fisicas y quimicas de los componentes de la
reaccion en cadena de la polimerasa XL-PCR para amplificar un fragmento del
gen CYP2D6; contenido del “mix” para un volumen final de 50 pL: buffer 1X,
MgSO, 1,5 mM, desoxirribonucledsidostrifosfatos (ANTPs) 0,2 mM, primer Fw
0,5 uM, primer Rv 0,5 uM y KOD polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,5 U, ADN
molde tres “punch”; programa de amplificacion: desnaturalizacioén inicial a 95 °C
por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 65,0 °C por 45 s y 70 °C por 2 min,
seguidos por 10 min a 70 °C para la extension final.
Se determinaron las condiciones fisicas y quimicas de los componentes de la
reaccion en cadena de la polimerasa PCR anidado, para la deteccion de los
alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y CYP2D6*6; contenido del “mix” para un volumen
final de 50 pL: buffer 1X, MgCl, 1,5 mM, desoxirribonucleédsidostrifosfatos
(dNTPs) 0,2mM, primer Fw 0,5 M, primer Rv 0,5 uM y Tag ADN polimerasa 1
U, el ADN molde (amplicon del XL-PCR) 10 pL; programa de amplificacion:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por
10 s y 72°C por 1 min, seguidos por 5 min a 70 °C para la extension final.
Se determinaron las condiciones fisicas y quimicas de los componentes de la
reaccién en cadena de la polimerasa tetraprimer para la deteccion del alelo
CYP2D6*3; el “mix” para una reaccion con un volumen final de 25 pL,
conteniendo: buffer 1X, MgCl, 1,5 Mm desoxirribonucleésidostrifosfatos (dNTPs)
0,4 mM, primer CYP2D6*3-3 0,12uM, primer CYP2D6*3-4 new 0,12uM, primer
CYP2D6*3-6 0,3 uM, primer CYP2D6*3-awt 0,3 uM y KOD polimerasa (Hot Start
Master Mix) 1,25 U, tres punchs conteniendo ADN de sangre capilar, para cada
tubo. La programacion fue: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 2 min, 20 ciclos
de 94 °C por 30 s, 63°C por 30 s y 72 °C por 1 min, y luego 30 ciclos de 94 °C
por 30s, 53°C por 30s 72 °C por 1 min.
En conclusion: El perfil genético molecular del citocromo CYP2D6 de 20
pacientes con tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho,
corresponde a 17 pacientes con genes heterocigotos, dentro de las tres
posibilidades: *1/*1 6 *1/*4 6 *1/*6; y tres pacientes con genes heterocigotos
*1/*3. Las variantes alélicas detectadas en 17 pacientes corresponde a: *1/*1 6
*1/*4 6 *1/*6 y tres pacientes con *1/*3; es decir todos presentan genotipos
heterocigotos, por tanto todos tienen al menos un alelo *1 que es el silvestre,
cuyo fenotipo corresponde a la actividad enzimatica normal.
Palabra clave: gen CYP2D6, XL-PCR CYP2D6, farmacogenética CYP2D6.



l. INTRODUCCION
La infeccién por Mycobacterium tuberculosis, es la segunda causa de mortalidad
por un agente infeccioso en el mundo, luego del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), determinando 1,8 millones de muertes por afio. Noventa y ocho
por ciento de estas muertes ocurren en paises en vias de desarrollo como Peru.’
El tratamiento se basa en diversos regimenes de terapia combinada (varios
medicamentos) de corta duracién formulados en los decenios de 1970 y 1980, y
que han ido mejorando en el transcurso de los afos, teniendo en cuenta tres
propiedades fundamentales de los medicamentos antituberculosos: capacidad
bactericida, capacidad esterilizante y capacidad de prevenir la resistencia. La
isoniazida y la rifampicina son considerados como el nucleo basico del
tratamiento antituberculoso, a la que se agregd posteriormente la pirazinamida;
todas ellas pueden eliminar el bacilo de la TB (Mycobacterium tuberculosis) en
cualquier localizacion, a nivel intracelular y extracelular.? El citocromo P450 2D6
(CYP2D6), es una de las mas importantes enzimas involucradas en el
metabolismo de los xenobiéticos en el cuerpo. Participa en la oxidacion de mas
de un 20% de las drogas de uso clinico, se expresa en el higado, en el intestino
y en el cerebro de forma muy variable® La actividad del CYP2D6 es
extremadamente variable debido a la existencia de un gran nimero de variantes

alelicas que definen cuatro niveles principales de actividad (fenotipos):



metabolizadores ultrarrapidos (MUR), presentan actividad aumentada,
metabolizadores rapidos (MR) individuos que tienen actividad normal,
metabolizadores intermedios (MI) con actividad disminuida susceptibles a la
inhibicion por otros medicamentos, y metabolizadores lentos (ML), que son los
individuos con actividad pobre o ausente del gen.? El Centro de Investigacién en
Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, cuenta con el proyecto de
investigacion regional: Caracterizacién molecular y frecuencias alélicas de los
genes CYP2D6, CYP2C9 y CYP2C19 en poblaciones nativas y mestiza de
Ayacucho ~- Peru, y considerando que esta poblacion es vulnerable a muchas
enfermedades infecciosas como la tuberculosis, atribuibles a la pobreza, acceso
limitado a sewipios de salud y alta prevalencia de infeccidén por VIH, formulamos
el presente trabajo como parte del citado estudio, que se desarrollé durante los
meses de octubre de 2013 a Junio de 2014 en la ciudad de Ayacucho.
Planteandonos los siguientes objetivos:

Objetivo General:

e Determinar el perfil genético molecular del citocromo CYP2D6 en
pacientes con tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de
Ayacucho.

Objetivos Especificos:

e Estandarizar las técnicas de XL-PCR, PCR anidado y PCR tetraprimer,
para amplificar el gen CYP2D6, a partir de muestras de sangre capilar
impregnadas en tarjetas FTA.

¢ Detectar las variantes alélicas *1, *3, *4 y *6 del gen CYP2D6 de los

pacientes en estudio.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En los dltimos afos, la tuberculosis (TBC) ha sido considerada un problema de
salud publica reemergenté.s' ® El control de tuberculosis en el Pert tiene varias
déecadas de ejercicio, con resultados variables. En los dltimos 15 afios han
ocurrido cambios importantes en el control eficiente de la tuberculosis (TB) en
condiciones de trabajo real. Las tasas de morbilidad e incidencia anual de TB
tendieron a disminuir (tasa de morbilidad afo 2004: 124 4 x 100 000 habitantes;
tasa de incidencia anual de TB todas las formas 107,7 x 100 000 habitantes; tasa
de incidencia de TB pulmonar frotis positivo (TBP-FP).66.4 x 100 000
habitantes). En total 43 276 personas con TB para el afio 2004, de los cuales 18
289 casos nuevos de TBP-FP. Ello significé una disminucion de 51,4% en la tasa
global de TB, respecto al afio 1992 (afio de maxima tasa).” En el ser humano,
las enzimas codificadas por los genes CYP450 se encuentran principalmente en
el higado, donde metabolizan farmacos, toxinas y otras sustancias extranas que
entran en el organismo. El CYP2D6 es uno de los isoenzimas mejor
caracterizados de la familia CYP450.’

El descubrimiento de los polimorfismos de CYP2D6 se describe como un evento
de serendipia (hallazgo afortunado e inesperado), cuando un individuo, al tomar

una dosis de prueba de debrisoquina (un farmaco bloqueador adrenérgico usado



para el tratamiento de la hipertensidon), sufri6 un colapso con hipotension
vascular. Los estudios en este individuo demostraron que los efectos observados
se debian a una metabolizacién lenta de la debrisoquina causada por un
polimorfismo en el gen CYP2D6 que producia una enzima defectuosa en la
hidroxilacién.®

Se han relacionado alrededor de 20 polimorfismos con el fenotipo MP, de los
cuales aproximadamente el 95% corresponden a los alelos *3, *4, *5 y *6, en
individuos caucasicos ° siendo el alelo con mayor frecuencia el *4, caracterizado
por una sustitucion de base G1934A en el sitio de splicing entre el intrén tres y el
exon cuatro, produciendo un cambio en el marco de lectura resultando de esta
mutécién una proteina truncada. La variante *3 consiste en una delecién de una
base 2549A que también produce un cambio en el marco de lectura; el alelo *5
es causada por la delecion completa del gen, y la variante *6 corresponde a una
delecién de una base T1707 en el exén tres, originando un cambio en el marco
de lectura y la generacion de un codén de parada después de la delecién.®
Griman, realizd estudios sobre las variantes alélicas del gen CYP2D6 en la
poblacién de la region centrooccidental de Venezuela, teniendo como resultado el
alelo mas frecuente CYP2D6*4 con 16,5%, mostrando una diferencia
significativa con la reportada con poblaciones asiaticas.™

Alanis, realiz6 estudios del polimorfismo gen CYP2D6 en menonitas mexicanos
de origen caucasico del estado de Durango México, determinando las
frecuencias de las variantes alélicas CYP2D6*4 y *10."'

Heras, Realiz6 estudios en pobladores sanos del Ecuador, acerca de la
identificacion del polimorfismo de un solo nucledtido en el gen CYP2D6 del
citocromo P450, comprobandose que la frecuencia de alelos *4 (8,5%) y *5

(2,2%) es similar a la reportada en estudios en poblacién caucasica y mestizos



hispanos obteniendo como resultado la existencia de polimorfismos genéticos de
CYP2D6 en la poblacién ecuatoriana.™

En México el estudio realizado por Bafiuelos, sobre las frecuencias de las
variantes alélicas del gen CYP2D6 en Menonitas, resultaron ser con mayor
frecuencia los alelos *4 y *10, los cuales fueron similares a las reportadas en los
caucasicos.'

En Espafa estudios realizados por Rodriguez, sobre el papel del citocromo en la
farmacocinética y en la farmacogenética de los farmacos antidepresivos, resulté
que el estudio de polimorfismo en los genes del citocromo P450 puede contribuir
a una terapia individualizada en el tratamiento antihipertensivo.'

En Cuba los estudios desarrollados por Barbaro, sobre estudio farmacogenético
del polimorfismo metabdlico de la debrisoquina (CYP2D6) en la poblacién cubana
en relacion con la espafola, demuestran que se observan diferencias interétnicas
en el polimorfismo genético del CYP2D6 en la poblacién cubana y en la
frecuencia de metabolizadores uitrarrapidos respecto a los esparioles."®

A nivel nacional, hasta la fecha, no se han reportado trabajos sobre estos temas,
lo mismo que a nivel regional.

2.2TBC

2.2.1 La tuberculosis

Es una enfermedad infecciosa, cronica, reemergente, cuyo principal agente
etiolégico es el Mycobacterium tuberculosis, que ataca a nivel de los pulmones
(tuberculosis pulmonar) o también a nivel de otros 6rganos como rifiones, colon,
huesos, meninges, etc, (tuberculosis no pulmonar).?

Otro factor importante que contribuye a la resurgencia de la TBC es la
emergencia de la resistencia a drogas antituberculosis. Un paciente presenta
resistencia a drogas de primera linea (isoniacida, rifampicina, pirazinamida,

etambutol o estreptomicina). Aquellos pacientes que presentan resistencia al



menos a rifampicina e isoniacida a la vez (principales drogas del tratamiento
antituberculoso), se les denomina pacientes multidrogorresistentes (MDR).?
Epidemiolégicamente podemos clasificar la resistencia a drogas en dos
categorias: resistencia primaria, cuando el paciente presenta resistencia,
presumiblemente porque se ha infectado con una cepa resistente a drogas, ya
que el paciente nunca antes ha recibido tratamiento antituberculoso; y
resistencia secundaria o adquirida cuando el paciente inicialmente infectado con
una cepa sensible a drogas desarrolla resistencia, ya que ha tenido tratamiento
previo, probablemente ineficiente o intermitente.?

La historia natural del curso de la enfermedad tuberculosa muestra sugerentes
indicios de variabilidad en las caracteristicas del agente etiolégico. Unicamente
el 30% de las personas que son expuestas al patégeno muestran evidencia de
infeccion tuberculosa, y alrededor de 10% de ellos desarrollan enfermedad
tuberculosa. En aquellos que desarrollan la enfermedad, el periodo de
incubacién, la severidad y la distribucion de la enfermedad es completamente
variable. Sin embargo, antiguamente se creia que esa variabilidad sélo dependia
del hospedero y de factores ambientales.®

Por otro lado la diseminacién de cepas resistentes esta atribuida a bajas tasas
de deteccion de casos, demora en el diagnéstico e inicio del tratamiento."”

A pesar que la tuberculosis multidrogorresistente (TB MDR) es tratable con
drogas de segunda linea el costo es enorme y en consecuencia no viable en
paises de bajos recursos. "’

2.2.2 Tratamiento de la tuberculosis

El tratamiento se basa en diversos regimenes de terapia combinada (varios
medicamentos) de corta duracion formulados en los decenios de 1970 y 1980, y
que han ido mejorando en el transcurso de los afios, teniendo en cuenta tres

propiedades fundamentales de los medicamentos antituberculosos: capacidad



bactericida, capacidad esterilizante y capacidad de prevenir la resistencia. La
isoniazida y la rifampicina son considerados como el nucleo basico del
tratamiento antituberculoso, a la que se agregd posteriormente la pirazinamida;
todas ellas pueden eliminar el bacilo de la TB (Mycobacterium tuberculosis) en
cualquier localizacion, a nivel intracelular y extracelular.?

El tratamiento farmacolégico considera dos fases.?

* Primera fase de induccion o bactericida: de administraciéon diaria, sirve
para reducir rapidamente la poblacion bacilar de crecimiento y multiplicacion
rapida y para prevenir la resistencia y con ello el fracaso.

eSegunda fase de mantenimiento o esterilizante: de administracion
intermitente. Incluye menor numero de medicamentos, suficientes para
conseguir la eliminacion de los bacilos persistentes y evitar asi las recaidas.

2.2.3 Medicamentos antituberculosis

* Medicamentos antituberculosis de primera linea, se utilizan en personas con
tuberculosis en condicién de: nuevos, recaidas y abandonos, son altamente
eficaces y de buena tolerancia, entre ellos se encuentra: la rifampicina (R),
isoniazida (H), pirazinamida (Z), etambutol (E), estreptomicina (S).

* Medicamentos antituberculosis de segunda linea, se utilizan generalmente en
personas con tuberculosis resistente a antibiéticos, son menos eficaces y de
menor tolerancia, excepto las quinolonas, entre ellos se encuentran la
kanamicina (Kn), capreomicina (Cm), ethionamida (Eth), ciprofloxacino (Cx),
moxifloxacino (Mx), cicloserina (Cs) acido paraminosalicilico ('F’as).2

2.3 Gen CYP2D6
El citocromo P450 2D6 (CYP2D6), es una de las mas importantes enzimas

involucradas en el metabolismo de los xenobidticos en el cuerpo. Participa en la



oxidacién de mas de un 20% de las drogas de uso clinico, se expresa en el
higado, en el intestino y en el cerebro de forma muy variable.'®

EL gen CYP2D6 se localiza en el cromosoma 22q13.1, presenta variabilidad
interindividual en forma de variantes alélicas, se han descrito 50 alelos.
Individuos con ciertos alelos presentaran actividad del gen que va de normal a
disminuida o0 aumentada’; afectando la via metabélica de la eliminacién de las
drogas, mostrando una falla en Ia respuesta terapeltica.*

El gen CYP2D6 codifica para una enzima perteneciente al citocromo P450 que
constituye una familia de hemoproteinas que juega un papel muy importante
tanto eh el metabolismo endégeno como exégeno.®

Las familias 1, 2 y 3 (CYP1, CYP2 y CYP3, respectivamente) son
particularmente activas en la biotransformacion de xenobiéticos, mientras que el
resto (familias comprendidas desde la 4 hasta la 51) intervienen en la biosintesis
y el metabolismo de compuestos endégenos, como esteroles, esteroides, acidos
grasos, acidos biliares, etc.'

El CYP2D6 es responsable del metabolismo mediante procesos de hidroxilacion
o de alquilacién al menos de 20% de los medicamentos de importancia clinica,
como antidepresivos y antipsicoticos, neurolépticos, algunos antiarritmicos,
bloqueadores B y opioides (analgésicos en el manejo del dolor moderado a
severo). Se expresa en el higado, en el intestino y en el cerebro de forma muy

variable.®
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Tabla 1: Actividad enzimatica de los diferentes alelos del CYP2D6.5

Alelo Actividad enzimatica
. CYP2D6*1 _ Actividad normal
o Cypp62  _ Actividad normal* )
t CYP2D6*3 Ausencia total de actividad metabdlica
_CYP2D6* _ Ausencia total de actividad metabolica
CYP2D6*S = Ausencia fotal de actividad metabdlica
CYP2D6*6 ~ Ausencia total de actividad metabdlica
CYP2D6*8 Ausencia total de actividad metabdlica
CYP2D6*9 Disminucién de la actividad enzimatica frente a determinados
o A sustratos
CYP2D6*10 Disminucioén de la actividad enzimatica frente a determinados
sustratos
- CYP2D6*14 B Ausencia total de actividad metabdlica o
CYP2D6*17 Disminucion de la actividad enziméatica frente a determinados
o , B sustratos
CYP2D6*35 Aumento de la actividad enzimatica

... frente a determinados sustratos
Disminucion de la expresién génica

CYP2D6%41

Las diferencias en la actividad de la enzima CYP450, independientemente de la
causa (variaciones genéticas u otros factores ambientales, tales como
alimentacién, medicacion concomitante, sexo, edad, estado de salud, hormonas,
enfermedad hepatica, inflamacién, nutricidon, embarazo, etc.), pueden afectar a la
disponibilidad del farmaco en el organismo. En otras palabras, las diferencias en
la actividad de la enzima CYP450 pueden ser responsables de si el farmaco
alcanza los niveles sanguineos terapéuticos deseados, asi como de su perfil de
aclaramiento del organismo. En consecuencia, los pacientes pueden
experimentar diferencias notables con respecto a su respuesta a los farmacos,
especialmente si el paciente recibe tratamiento simultaneo con muchos
farmacos.'

2.3.1 Variabilidad genotipica y fenotipica

La actividad del Gen CYP2D6 es extremadamente variable debido a la existencia
de un gran numero de variantes alélicas que definen cuatro niveles principales
de actividad (fenotipos): metabolizadores ultrarrapidos (MUR), que son los

individuos que presentan multiples copias activas de CYP2D6 y por lo tanto



presentan actividad aumentada, metabolizadores rapidos (MR) que son los
individuos que tienen actividad normal o levemente reducida del gen,
metabolizadores intermedios (Ml) se asocia a la presencia de un alelo CYP2D6
no funcional y a la de un alelo que codifica para una enzima con actividad
disminuida son susceptibles a [a inhibicibn por ofros medicamentos, Yy
metabolizadores lentos (ML), que son los individuos con actividad pobre o
ausente del gen. Se considera que un individuo MUR tiene tres o mas copias del
gen activo CYP2D6 por lo que muestra una actividad enzimatica elevada.® En los
casos de ML y MR, por afectarse la via metabdlica de la eliminacion de las
drogas, se presentan casos adversos o falla en la respuesta terapéutica. Asi
mismo, esto puede explicar las diferencias interindividuales e interétnicas en la
respuesta a los farmacos.*

2.4 Reaccion en cadena de polimerasa

Desde 1983, numerosas investigaciones se han realizado en la optimizacién de
PCR. Asi, el primer avance importante fue el descubrimiento de Saiki®® de las
enzimas ADN polimerasa termo estable aislada de bacterias terméfilas cuya
actividad optima se encuentra cercana a la temperatura de desnaturalizacion
empleada durante el PCR. Inicialmente la enzima Taq ADN polimerasa, aislada
de la bacteria Termusaquaticus, fue la mas usada. Otro gran avance fue el
disefio de termocicladores automatizados que hacen a la técnica menos
laboriosa. %°

Definicion.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, mas conocida como PCR por las
siglas derivadas del inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica in vitro
de amplificacién exponencial enziméatica de un segmento especifico del ADN.
Mediante la PCR se puede tener millones de copias de secuencias de ADN

especificas. El proceso de amplificacion es rapido, sensible y analogo al
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fenomeno in vivo de la duplicacion del ADN. En principio sélo se necesita una
copia de la secuencia original (molde, diana, blanco) para obtener un resultado
positivo. 2°

Componentes:

a) El ADN molde (diana, blanco). Es el ADN del cual queremos copiar un
fragmento e incrementar su concentraciéon. E| ADN de la muestra puede ser
amplificado tedricamente a partir de una copia intacta del segmento de interés.
Un gran numero de copias del ADN molde aumenta la probabilidad de una
amplificacion del ADN. Ei ADN molde se puede obtener de organismos vivientes
unicelulares o pluricelulares (microorganismos, animales, vegetales, etc.). Por
ejemplo del humano se puede obtener de sangre, suero, orina, heces, esputo u
otros fluidos. %

Dependiendo del ADN a amplificar y el tipo de PCR a utilizar, las caracteristicas
de pureza y concentracion varian. Es importante que el ADN esté libre de
impurezas para que la actividad de la ADN polimerasa sea eficiente y la
sensibilidad del ensayo no se vea disminuida. Asi, las muestras bioldgicas
obtenidas de humanos son sometidas a un procesamiento previo con la finalidad
de eliminar o diluir posibles inhibidores de la reaccién tales como: hemoglobina,
heparina, detergentes, metales pesados, formalina, acidos y agentes
quelantes.?

b) Iniciadores o cebadores. Los iniciadores son los oligonucledtidos
pequefios de cadena simple que se disefian de tal manera que sean
complementarios a los extremos 3'y §' de las hebras del segmento de ADN que
se desea amplificar.”

La longitud de cada uno de los cebadores debe estar comprendida entre 15 y 24
bases ya que se ha comprobado que cebadores de mayor longitud (30-35 bases)

no aumentan el rendimiento y los cebadores cortos carecen de suficiente
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especificidad. La distancia entre los iniciadores es muy flexible puede ser desde
0,1 Kb hasta mas de 10 Kb.?

Se recomienda utilizar una concentracién de oligonucleétidos iniciadores entre
0,1 a 0,5 pyM. Concentraciones mas elevadas de las indicadas pueden promover
la formacién de productos no especificos. %°

c) ADN polimerasa. La ADN polimerasa usada en PCR sintetiza ADN a
partir de un oligonucleétido iniciador y una hebra de ADN molde. Su importancia
radica en que son enzimas termoestables y termoactivas, es decir que soportan
exposiciones repetitivas a altas temperaturas requeridas por la desnaturalizacion
del ADN y que son activas a temperaturas a las cuales la hibridacién de los
iniciadores del ADN a amplificar ocurre con alta rigurosidad. ?°

lLa primera enzima termoestable que fue utilizada para propésitos de
amplificacion fue la aislada de Thermus aquaticus, comunmente denominada_
Tag ADN polimerasa. Posteriormente otras ADN polimerasas termoestables han
sido generadas por ingenieria genética y presentan caracteristicas adicionales
tales como capacidad de correccién de errores y mayor tiempo de vida media.
Ejemplo, la Pfupolimerasa (Pyrococcus furiosus), la cual presenta una actividad
termoestable y de correccion (actividad exonucleasa 3' - 5', la cual corrige
cualquier error producido durante la sintesis del ADN). el

La actividad de éstas enzimas de ADN polimerasas depende de la concentracion
de iones Mg libres, de los desoxirribonucleétidos y del pH del buffer de
reaccion. La cantidad de ADN polimerasa a usar en la reaccién es uno de los
factores méas importantes que debe ser optimizado. Para la mayoria de ensayos
usados en PCR la cantidad 6ptima de enzima fluctia entre 0,5 y 2,5 unidades

(U) en un volumen final de reaccién de 20 - 100pL. ®

d) I6n magnesio (Mg " ). La PCR requiere iones de magnesio divalentes.
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La concentracién del i6n Mg * libre (en la reaccion es importante porque afecta
la unién entre los oligonucleétidos iniciadores y el molde de ADN, es decir,

actuan como cofactores de la polimerasa y en la temperatura de hibridacion. Es

necesario, ademas considerar que los nucleétidos secuestran iones Mg** del
medio, por lo que la concentracién milimolar de este i6n debe ser superior a la

concentracion de los nucledtidos. Algunas ADN polimerasas utilizan el ién
Mn *en lugar del i6n Mg**. La concentracién 6ptima de MgCl, es de 1,5mM si
se emplean concentraciones de 200 pM de cada uno de los dNTPs, no obstante,

a veces es necesario probar con diferentes cantidades de Mg 2 ya que un
exceso del mismo origina una acumulaciéon de productos inespecificos y una
cantidad insuficiente hace que disminuya el rendimiento de la amplificacion. %°

e) Desoxirribonucleétidos trifosfatos (dNTPs). Los desoxirribonucieétidos
trifosfatos libres (A, T, C, G) son esenciales para la reaccion de sintesis de ADN.
La concentracion debe estar en el rango de 50 - 200 pM para cada
desoxirribonucleétido a fin de tener una especificidad y fidelidad éptima a altas
velocidades de incorporaciéon. Cuando se tiene 200 uM de cada dNTP, hay
suficiente material como para sintetizar 12,5 pg de ADN y sobra aun la mitad de
los dNTPs. La concentracién de cada uno de ellos en la mezcla de la reaccién
debe ser equimolar para minimizar los errores de una falsa incorporacion de
nucleétidos. Los dNTPs se quelan con el magnesio cambiando la concentracion
efectiva 6ptima del magnesio. Una concentracion final superior a 50 mM de
dNTPs en la PCR inhibe la actividad de la Taq ADN polimerasa. %°

f) Buffer de reaccion. El buffer usado en la reaccién de PCR debe ser
elegido de acuerdo a la enzima a usar. Los componentes del buffer de reaccién
incluyen Tris-HCI, gelatina o albimina sérica bovina (100 ug/mL) y detergentes

no iénicos como el Tween 20 o Tritdn X. Estos componentes pueden ser
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utilizados a fin de estabilizar la actividad de la Taq ADN polimerasa. %

a) Agua. Un factor muy importante en PCR es la calidad del agua utilizada
en la reaccion. Se sugiere utilizar unicamente agua de alta pureza, tridestilada,
libre de ADN contaminante o de ADNasas. Todo lote de agua a utilizar debe
quardarse en alicuotas.”

h) Adyuvantes de la PCR. Son elementos que mejoran el rendimiento y la
especificidad de la PCR. Los mas usados son DMSO, glicerol, BSA. Este ultimo
a concentraciones por encima de 0,8 pg/pL incrementa la eficiencia de la PCR
por incrementar la estabilidad de la Taq polimerasa.?

Etapas.

En la actualidad, gracias a los adelantos tecnolégicos se ha podido lograr una
automatizacion del sistema de PCR, fundamentaimente debido al desarrollo de
enzimas termoestables y termocicladores sofisticados que facilitan el proceso.?’
Las copias del ADN molde se realiza bajo condiciones apropiadas requiriendo

tres etapas térmicas, que constituyen un ciclo de ampilificacion:

Etapa | Desnaturalizacién
Etapal ll Hibridacién
Etapa lll Extension

Durante los primeros ciclos de reaccién, el ADN se desnaturaliza por calor.
Posteriormente, los oligonucleétidos iniciadores se unen seléctivamente a las
hebras del ADN por complementariedad y ocurre la "ex-tensién de las cadenas”.
Las nuevas hebras generadas durante la reaccion poseen regiones
complementarias a los iniciadores, generando asi en cada ciclo de amplificaciéon
la sintesis exponencial del fragmento de ADN esperado. Debe indicarse que
durante los primeros ciclos de amplificacién se generan productos de longitud
indefinida y solo a partir del tercer ciclo se empiezan a obtener los productos de

longitud esperada. %
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Desnaturalizacién inicial. El tubo conteniendo la mezcla de reaccion de PCR
es sometido a altas temperaturas de 90 a 95 °C durante 4 a 10 minutos a fin de
desnaturalizar todo el ADN e inactivar proteasas y ADNasas. %°
Desnaturalizacion (etapa 1). Consiste en incubar el tubo de reacciéon a una
temperatura de aproximadamente 94°C y por 45 segundos (el tiempo depende
del tamafo del ADN a amplificar). El objetivo de esta etapa es obtener moléculas
de ADN de una sola hebra para que los oligonucleétidos iniciadores puedan
unirse a las secuencias complementarias del ADN molde. La separacion
completa de las hebras del ADN durante esta etapa es critica para la estabilidad
y por ende para la actividad de la enzima. %°

El tiempo total que la enzima estara a estas temperaturas después del niimero
de ciclos elegidos, no debe superar el tiempo de vida media de la enzima. %'

Si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste tendera a renaturalizarse
rapidamente, evitando asi una eficiente hibridacion de los cebadores y una
posterior extension. %°

Hibridaciéon (etapa 2). Los oligonucledtidos se unen a sus secuencias
complementarias especificamente con la hebra de ADN molde previamente
desnaturalizada. Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye la
temperatura hasta un rango comprendido entre los 40 y los 60°C para que se
pueda producir la unién de los cebadores a las secuencias flanqueantes del
fragmento que se va a amplificar (depende de las caracteristicas de los
oligonucleétidos). %°

Es critico que los cebadores hibriden en forma especifica al molde. Los
Oligonucleétidos iniciadores con contenido (G - C relativamente bajo 50%)
requieren generalmente temperaturas de hibridacién inferiores a 55°C. Por otro
lado, los oligonucleétidos iniciadores con un aito contenido de G - C, pueden

requerir temperaturas de hibridacidén mas altas. La temperatura de hibridacion es
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uno de los parametros criticos en la optimizacién de un ensayo de PCR. La
temperatura hibridacién (Tm, melting temperature) se puede determinar en forma
empirica utilizando la siguiente formula:

Tm = 2(A+T)+4(G+C)
A, numero de adeninas.
T, numero de timinas.
G, numero de guaninas.
C, numero de citosinas.
Sin embargo, se recomienda determinar experimentalmente el Tm de cada set
de oligonucledétidos iniciadores. Por tanto, la especificidad de la hibridaciéon de

los oligonucledtidos iniciadores con el ADN a amplificar es dependiente de:

temperatura, concentracién de ADN, oligonucleétidos iniciadores y Mg ™ 20 SAK!

Cabe mencionar, que al inicio de la reaccion, la concentracion de los
oligonucieétidos iniciadores es elevada aumentando asi la probabilidad de
unirse al ADN a amplificar. Debe tenerse en consideracion que temperaturas
altas generalmente no permiten la unién de los oligonucleétidos iniciadores con
el ADN a amplificar, debido a que el calor no permite la formacién de puentes de
hidrégeno entre las bases nitrogenadas complementarias; mientras que si la
temperatura es baja, los iniciadores se hibridaran en forma inespecifica. 2° S

Polimerizacion (etapa 3). El ADN polimerasa termoestable anade
sucesivamente nucledtidos al extremo 3' hidroxilo del oligonucleétido iniciador,
teniendo como molde la hebra de ADN complementaria en sentido 5' a 3'. La
temperatura a la que se lieva a cabo este paso suele ser de 72°C ya que es la
temperatura a la que la Taq polimerasa alcanza su maxima actividad.

Normalmente una extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos

menores de 0,5 Kb y 40 segundos para fragmentos por encima de 1,2 Kb. %
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Polimerizacion final. Después del ultimo ciclo de PCR se realiza a 72° C
durante 10 minutos. Esta etapa permite que los productos de amplificaciéon
parcial terminen de complementarse. * Finalmente, las muestras pueden ser
almacenadas a 4° C hasta su posterior analisis.

Ciclos de amplificacion. El nidmero de ciclos a usar durante la PCR se
determina en base a la concentracion del ADN molde, los oligonucleétidos
iniciadores, los desoxirribonucleétidos y la enzima termoestable. Generalmente,
estos ciclos se repiten entre 30 a 40 veces para obtener un producto que pueda
ser facilmente detectado en UD gel de agarosa o porhibridacion.?® Los ciclos
repetidos de amplificaciéon teéricamente conlievan a una sintesis exponencial de

los fragmentos de ADN y estan expresados en la siguiente formula:

Nc= (2" -2n) x
Nc numero de ciclos.
n numero de ciclos
2n producto de extension de tamario determinado
X namero inicial de copias del ADN molde

Un numero de ciclos excesivos conlleva al agotamiento temprano de los
oligonucleotidos iniciadores y desoxirribonucleétidos. Mientras que un numero
deficiente de los mismos no permite la obtencién del producto de amplificacion. ®
Visualizacion de los productos de amplificacion. Los productos de
amplificacion son separados por electroforesis en geles de agarosa y luego
visualizados por tincién con bromuro de estudio.®®

2.4.1 Variantes de PCR

a) XL-PCR. El XL-PCR, es un tipo especial de PCR denominado asi por el gran
tamano de segmento de ADN a amplificar, en el PCR convencional normalmente

se replican segmentos de cerca a 1000 pb, aquelios que tengan mayor tamafo
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se denominan XL-PCR y obviamente se requiere de una ADN polimerasa
potenciada con ingenieria genética que pueda sintetizar la hebra complementaria
de tamafo grande y en tiempo aproximado de un minuto. %%

b) PCR ANIDADO. La PCR anidada conocida como Nested PCR es una
variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de ampilificacion
con distintos pares de primer o cebadores en cada una de ellas, con el fin de
incrementar la sensibilidad y la especificidad de la deteccién. Primero se realiza
una reacciéon con los cebadores externos para amplificar una region del gen
CYP2D6 del ADN gendmico de 2 900 pb, y utilizando este amplicbn como ADN
molde, se amplifica regiones especificas que se encuentran dentro de esta
secuencia, utilizando primer internos que contiene el segmento diana.® '

c) PCR TETRAPRIMER. El locus de CYP2D6 ampilifica directamente una regién
del gen CYP2D6 del ADN genomico, ofreciendo una deteccién rapida y sencilla

de las variantes alélicas en estudio. Comprende cuatro cebadores para

incrementar la especificidad de la deteccion. '
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Il. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se desarrolié en el Centro de Investigacion
en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante los meses de
octubre de 2013 a junio de 2014.
3.2 Definicion de poblacion y muestra
3.2.1 Poblacion: La poblaciéon estuvo constituido por todos los pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho durante el afio 2013.
3.2.2 Muestra: La muestra estuvo conformada por 20 pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho durante el periodo
de ejecucion del presente estudio, éstas fueron recolectadas en base a los
criterios de inclusion. El material bioldégico fue sangre capilar impregnada en
tarjetas FTA.
3.3 Diseno metodolégico para la recoleccion de datos
3.3.1 Recoleccion e identificacion de la muestra
Se llend la ficha de datos de los pacientes con tuberculosis atendidos en el
Hospital Regional de Ayacucho durante el afio 2013, que voluntariamente
aceptaron participar en el presente estudio, firmando la carta de consentimiento

informado.
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Se obtuvo la muestra, aplicando una puncién en la yema del dedo dejando caer
unas gotas de sangre capilar en una tarjeta de conservacién de ADN (FTA™
Classic Card Whatman) previamente rotulada con el codigo de la persona
muestreada, la codificacion en la tarjeta FTA se asigné de acuerdo al siguiente
formato: comunidad mestiza Ayacucho — Inicial del distrito — sexo — edad — y
numero correlativo de la toma de muestra.

Ejemplo: CMA - H - M - 35 - 001

Leyenda:

CMA: Comunidad Mestiza Ayacucho

H: Huamanga

M: Sexo

35: Edad en afios

001: Numero correlativo de la muestra.

Esta tarjeta se mantuvo conservada en una caja térmica, para su transporte al
laboratorio y posterior procesamiento.

3.3.2 Obtencion de ADN a partir de sangre capilar en tarjeta FTA.

Se procedié con los pasos descritos en el protocolo para el kit de extracciéon de
ADN: WB120204 Whatman™ FTA Purification Reagent, luego fueron guardadas
a -70 °C por criopreservacion.

PROCEDIMIENTO:

1. Se desinfecté el pulpejo del dedo del paciente con algodén embebido en
aicohol, se dej6 evaporar y se aplicé una puncién con la ayuda de una
lanceta estéril.

2. Las gotas de sangre capilar se dejaron caer sobre la superficie circular
indicada en las tarjetas de FTA GeneCard, se secé al medio ambiente

durante 1 hora o toda la noche.
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3. Usando el perforador micro punch TM de 1.2 mm, se removié la muestra
impregnada en la tarjeta FTA, colocando éste fragmento (punch) en un
tubo eppendorf de 1.5 ml (tres punch por tubo).

4. Se adicion6 200 ul de la solucion de purificacion FTA, para tres punch por
tubo, se incubdé durante 5 min. a temperatura ambiente, se agitd dos
veces suavemente en vortex.

5. Utilizando una micropipeta se deseché todo el reactivo posible, de ser
necesario se utilizé papel secante.

6. Se repitid los pasos 4 y 5, tres veces o mas, hasta que los punchs
queden de color blanco.

7. Luego se adiciondé 200 ul de buffer TE 1X, se dej6é incubar 5 min. a
temperatura ambiente y se agité suavemente en la mano dos o mas
veces.

8. Ultilizando la micropipeta se desechd todo el buffer TE 1X.

9. Se repitié los pasos 7 y 8, tres veces o mas.

10. Se dej6 secar los punch, de ser necesario utilizando papel secante.

11. Las muestras de ADN extraidas mediante la solucion de purificacion de
FTA no requieren cuantificacion.
3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Dentro de la cabina de pre PCR esterilizada previamente con radiaciéon ultra
violeta durante 20 min, se preparé el “master mix” con la férmula establecida, se
agité y repartié en los tubos PCR de 200 pL los volumenes calculados, estos se
retiraron de la cabina y en la mesa de trabajo se procedié a agregar el ADN

molde, impregnados en el punch de las tarjetas FTA.
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3.4.1. Estandarizacion de XL-PCR para la amplificacion de fragmento del
gen CYP2D6, con 1, 2 y 3 punch de tarjeta FTA que contiene ADN molde
impregnado.

La férmula del “mix” para una reaccién con un volumen final de 50 L, se
prepard con las siguientes concentraciones finales: buffer 1X, MgSQO, 1,5 mM,
desoxirribonucleésidostrifosfatos (dNTPs) 0,2 mM, primer Fw (forward)
5'CCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA3” 05 UM, primer Rv (reverse)
5GGCTGGGTCCCAGGTCATAC3 0,5 uyM y KOD polimerasa (Hot Start Master
Mix) 2,0 U, numero de punch conteniendo ADN de sangre capilar (1, 2 y 3 punch
por tubo N° 1, N° 2 y N° 3 respectivamente).

Se colocaron los tubos en el termociclador y programé el equipo con las
siguientes condiciones de amplificacién: un paso inicial de desnaturalizacién a 95
°C por 2 min, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 65 °C por 45 s y 70 °C por 2 min,
seguidos por 10 min a 70 °C para la extension final.

Para la deteccién de los productos del XL-PCR de 2 900 pb, fueron corridos por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % a 60 voltios durante 90 minutos, estos
geles de agarosa se tifieron con bromuro de etidio al 1 % y dos enjuagues
suaves con agua corriente, los productos del XL-PCR se observaron por
radiacion en UV en el sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV
solo TS, y adicionalmente se tomd fotografias con una camara digital Canon 20x
de 12,1 mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca Ultra Lum;
para visualizar las bandas de ADN.

3.4.2 Estandarizacion de PCR anidado para la deteccion de los alelos
CYP2D6*1 ,CYP2D6*4 y CYP2D6*6, a partir del producto XL-PCR (amplicon)
como ADN molde con volimenes de 5 pL y 10 pL.

La formula del “mix” para una reaccién con un volumen final de 50 pL, se

preparo con las siguientes concentraciones finales: buffer 1X, MgCl, 1,5 mM
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desoxirribonucleésidostrifosfatos (dNTPs) 0,2mM, primer Fw
5'CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGAACAAG3Y’ 0,5uM, primer Rv
5" GAGACTCCTCGGTCTCTCG3 0,5 pM y Taq ADN polimerasa 1 U, el ADN
molde fue el amplicon (producto del XL-PCR) y se trabajé con los volumenes de
5 uL y 10 pL para cada tubo respectivamente.

Se colocaron los tubos en el termociclador y programé el equipo con las
siguientes condiciones de ampilificacion: un paso inicial de 85 °C por 5 min, 35
ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 10 s y 72°C por 1 min, seguidos por 5 min a
70 °C para la extension final.

Los productos del XL-PCR anidado con cada una de las conaiciones fisicas y
quimicas ensayadas, presentes en los geles de agarosa al 3 % se tifieron con
bromuro de etidio al 1 % y dos enjuagues suaves con agua corriente, luego se
observaron por radiacion en UV en el sistema de registrador de imagenes marca
Biometra UV solo TS. Adicionalmente se tomo fotografias con una camara digital
Canon 20x de 12,1 mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca
Ultra Lum; para visualizar las bandas de los productos de ampilificacion de ADN.

3.4.3 Estandarizacion de PCR tetraprimer para la deteccion del alelo
CYP2D6*3, con punch de tarjeta FTA que contiene ADN molde impregnado.

La formula del “mix” para una reaccion con un volumen final de 25 pL, se
preparé con las siguientes concentraciones finales: buffer 1X, MgCl; 1,5 mM
desoxirribonucledsidostrifosfatos (dNTPs) 04 mM, primer CYP2D6*3-3
5'GCGGAGCGAGAGACCGAGGAY' 0,12uM, CYP2D6*3-4 new
5'GGTCCGGCCCTGACACTCCTTCY' 0,12pM, CYP2D6*3-6
5'GCTAACTGAGCACG3' 0,3 uM, CYP2D6*3-awt 5'TCCCAGGTCATCCT3' 0,3
UM y KOD polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,25 U, tres punchs conteniendo

ADN de sangre capilar, para cada tubo.
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Se colocaron los tubos en el termociclador y programando el equipo con los
datos planteados para cada caso, se puso en marcha la replicacion de los
fragmentos de ADN.

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: un paso inicial de
desnaturalizaciéon a 95 °C por 2 min, 20 ciclos de 94 °C por 30 s, 63°C por 30 s
y 72 °C por 1 min, y luego 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 53°C por 30 s 72 °C por 1
min.

Se detectaron los productos PCR tetraprimer con cada una de las condiciones
fisicas y quimicas ensayadas, fueron corridas por electroforesis en gel de
agarosa al 3 % a 60 voltios durante 90 minutos, estos geles de agarosa se
tifieron con bromuro de etidio al 1% y dos enjuagues suaves con agua corriente,
los productos del PCR tetraprimer se observaron por radiacion en UV en el
sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS, vy
adicionalmente se tomo fotografias con una camara digital Canon 20x de 12,1
mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca Ultra Lum; para
visualizar las bandas de ADN.

3.5 INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se procedié a interpretar los registros fotograficos, de los geles de agarosa
conteniendo los productos de amplificacion de los fragmentos del gen CYP2D6,
por XL-PCR, PCR anidado y PCR tetraprimer, para la deteccion de los alelos

CYP2D6*1, CYP2D6*4, CYP2D6*6 y CYP2D6*3, respectivamente.
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lll. RESULTADOS

Tabia 2. Deteccion del Gen CYP2D6, alelos: CYP2D6*1, CYP2D6*4, CYP2D6*6
y CYP2D6*3, y genotipos; mediante las técnicas variantes de PCR, de 20
pacientes con tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho —
2013. '

TECNICA DE PCR

XL-PCR ANIDADO  TETRAPRIMER

A Alelos:
Dg; %%?,:OYN CYP2D6*1, Alelo:
CYP2D6%4, CYP2D6*3
ALELOS EN CYPIDE"
PACIENTES Géii:
CON TBC CYP2D6
Genotipo:
11 6 Genotipo:
*1/*4 6 *1/%3
*1/*6.
Presente 20 17 3
Ausente 0 3 17

TOTAL 20 20 20

—
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Figura 1: Productos de la amplificacion de fragmento de 2 900 pb del gen
CYP2D6 mediante XL-PCR con 1, 2 y 3 “punch” de ADN de sangre capilar en
tarjetas FTA, en gel de agarosa al 1,5 %.

Leyenda de la figura 1:
Carril 1: con /adder 1Kb
Carril 2: con un “punch’
Carril 3: con dos “punch”
Carril 4: con tres “punch”
Carril 5: con Blanco

Carril 6: con el control.
Carril 7: con ADN Gendmico

Volumen de carga: Muestra (15 pL) + loading (2 pL) = 17 pL
Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 60 min.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 2: Productos de la amplificacion de 2 900 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de cinco pacientes, mediante XL-PCR con tres “punch” de tarjeta FTA
conteniendo ADN de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa
al 1,5 %.

Leyenda de la figura 2

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 01
Carril 3: con muestra del paciente 02
Carril 4: con muestra del paciente 03
Carril 5: con muestra del paciente 04
Carril 6: con muestra del paciente 05
Carril 7: con blanco.

Volumen de carga: Muestra (15 ulL) + loading (2 uL) = 17 pL
Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 60 min.
Coloraciéon de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 min.
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Figura 3: Productos de la amplificacion de 2 900 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de nueve pacientes, mediante XL-PCR con tres “punch” de tarjeta FTA
conteniendo ADN de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa
al 1,5 %.

Leyenda de la figura 3

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 06
Carril 3: con muestra del paciente 07
Carril 4: con muestra del paciente 08
Carril 5: con muestra del paciente 09
Carril 6: con muestra del paciente 10
Carril 7: con muestra del paciente 11
Carril 8: con muestra del paciente 12
Carril 9: con muestra del paciente 13
Carril 10: con muestra del paciente 14
Carril 11: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 yL) + loading (2 yL) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 60 min.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 4 : Productos de la amplificacion de 2 900 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de seis pacientes, mediante XL-PCR con tres “punch” de tarjeta FTA
conteniendo ADN de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa
al 1,5 %.

Leyenda de la figura 4

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 15
Carril 3: con muestra del paciente 16
Carril 4: con muestra del paciente 17
Carril 5: con muestra del paciente 18
Carril 6: con muestra del paciente 19
Carril 7: con muestra del paciente 20
Carril 8: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 L) + loading (2 L) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 60 min.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 5: Productos de amplificacion de PCR anidado para la deteccién de los
alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y CYP2D6*6, con diferentes volimenes del
producto XL = PCR (amplicon) como ADN molde, en gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 5

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con 05 pL del amplicén
Carril 3: con 10 uL del amplicon
Carril 4: con blanco.

Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 pL) = 17 yL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.

30



Figura 6: Productos de la amplificacién de 353 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de siete pacientes, mediante PCR anidado para la detecciéon de los
alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y CYP2D6*6, en agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 6

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 01
Carril 3: con muestra del paciente 02
Carril 4: con muestra del paciente 03
Carril 5: con muestra del paciente 04
Carril 6;: con muestra del paciente 05
Carril 7: con muestra del paciente 06
Carril 8: con muestra del paciente 07
Carril 9: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 yL) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 7: Productos de la amplificacion de 353 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de siete pacientes, mediante PCR anidado para la deteccion de los
alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y CYP2D6%6, en gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 7

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 08
Carril 3: con muestra del paciente 09
Carril 4: con muestra del paciente 10
Carril 5: con muestra del paciente 11
Carril 6: con muestra del paciente 12
Carril 7: con muestra del paciente 13
Carril 8; con muestra del paciente 14
Carril 9: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 pL) + loading (2 L) = 17 uL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 8: Productos de la amplificacion de 353 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de seis pacientes, mediante PCR anidado para la deteccion de los
alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y CYP2D6"6, en gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 8

Carril 1: con /adder 1Kb

Carril 2: con blanco

Carril 3: con muestra del paciente 15
Carril 4: con muestra del paciente 16
Carril 5: con muestra del paciente 17
Carril 6: con muestra del paciente 18
Carril 7: con muestra del paciente 19
Carril 8: con muestra del paciente 20

Volumen de carga: Muestra (15 L) + loading (2 pL) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 9: Productos de la amplificacion de 353 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de tres pacientes(duplicado), mediante PCR anidado para la deteccién
de los alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4y CYP2D6"6, en gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 9

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 07
Carril 3: con muestra del paciente 07
Carril 4: con muestra del paciente 15
Carril 5: con muestra del paciente 08
Carril 6: con muestra del paciente 08
Carril 7: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 pL) =17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 10: Productos de la amplificacion de 553 pb y 480 pb del fragmento del
gen CYP2D6 de siete pacientes, mediante PCR tetraprimer para la deteccion del
alelo CYP2D6*1 y CYP2D6"3, con tres “punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN
de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 10

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 01
Carril 3: con muestra del paciente 02
Carril 4: con muestra del paciente 03
Carril 5: con muestra del paciente 04
Carril 6: con muestra del paciente 05
Carril 7: con muestra del paciente 06
Carril 8: con muestra del paciente 07
Carril 9: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 uL) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloraciéon de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.

35



=
(2]
w
E-Y

PRTERI

1 28 488 6 7 8 9]

*

Figura 11: Productos de la amplificaciéon de 553 pb y 480 pb del fragmento del
gen CYP2D6 de siete pacientes, mediante PCR tetraprimer para la deteccion del
alelo CYP2D6*1 y CYP2D6*3, con tres “punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN
de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 11

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 08
Carril 3: con muestra del paciente 09
Carril 4: con muestra del paciente 10
Carril 5: con muestra del paciente 11
Carril 6: con muestra del paciente 12
Carril 7: con muestra del paciente 13
Carril 8: con muestra del paciente 14
Carril 9: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 pL) + loading (2 uL) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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Figura 12: Productos de la amplificacion de 553 pb y 480 pb del fragmento del
gen CYP2D6 de seis pacientes, mediante PCR tetraprimer para la deteccién del
alelo CYP2D6*1 y CYP2D6*3, con tres “punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN
de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa al 3 %.

Leyenda de la figura 12

Carril 1: con ladder 1Kb

Carril 2: con muestra del paciente 15
Carril 3: con muestra del paciente 16
Carril 4: con muestra del paciente 17
Carril 5: con muestra del paciente 18
Carril 6: con muestra del paciente 19
Carril 7: con muestra del paciente 20
Carril 8: con blanco

Volumen de carga: Muestra (15 pL) + loading (2 L) = 17 pL

Condiciones de electroforesis: 60 voltios por 90 min.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 min.
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V. DISCUSION

Los productos de amplificacién de segmentos de ADN correspondiente al gen
- CYP2DS, por medio de las diferentes técnicas variantes de PCR, se corrieron en
gel de agarosa y se tomaron los registros fotograficos, para la interpretacion
respectiva que se detalla a continuacion.

La tabla 2 representa los resultados de la deteccion del Gen CYP2D6, alelos:
CYP2D6*1, CYP2D6*4, CYP2D6*6 y CYP2D6*3, y genotipos; obtenidos
mediante las técnicas variantes de PCR, de 20 pacientes con tuberculosis
atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho, durante el periodo de ejecucién
del presente estudio, a partir de ADN de sangre capilar en tarjetas FTA.

El gen CYP2D6 fue detectado mediante la técnica de XL-PCR, cuyos primers
amplificaron un fragmento de 2 900 pb, determinando la presencia del gen en los
20 pacientes, la eficiencia de los componentes del “mix” y programacién de las
condiciones de amplificacion, consecuentemente la obtencion del amplicén, que
sirvi6 como ADN molde para la siguiente técnica de PCR anidado, utilizandose
otros dos primers, para secuencias de nucleétidos internos del amplicon, que
permitieron amplificar un fragmento de 353 pb, en 17 de los 20 pacientes, que
indica la presencia de alelos: *1, *4 6 *6, cuya discriminacién se realizaria con
una digestion enzimatica utilizando nucleasa BstNI (que lamentablemente no se

pudo adquirir porque no existe en el mercado nacional).
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La detecciéon de éste fragmento, nos permite deducir que el genotipo de cada
una de las 17 personas, estaria incluida dentro de las tres posibilidades: *1/*1 6
*1/*4 6 *1/*6, es decir heterocigotos. Todos tienen al menos un alelo *1 que es el
silvestre, cuyo fenotipo corresponde a la actividad enzimatica normal; y cabe la
posibilidad que el otro alelo de cada uno de ellos pueda ser: *1 alelo silvestre con
metabolismo normal, *4 alelo mutante con ausencia total de actividad
metabdlica, y *6 alelo mutante con ausencia total de actividad metabdlica.

La probabilidad de hallar variantes alélicas *1/*4 6 *1/*6, luego de la digestion
enzimatica para la respectiva identificacién de los productos de la amplificacion
con PCR anidado, estaria relacionados con los estudios realizados por Griman,"°
Alanis,"" Heras'?y Bafiuelos'®, que mencionamos a continuacién:

Griman'’, realizé estudios sobre las variantes alélicas del gen CYP2D6 en la
poblacién de |a regidn centrooccidental de Venezuela, teniendo como resultado el
alelo mas frecuente CYP2D6*4 con 16,5%, mostrando una diferencia
significativa con la reportada con poblaciones asiaticas.

Alanis'', realizé estudios del polimorfismo gen CYP2D6 en menonitas
mexicanos de origen caucasico del estado de Durango México, determinando las
frecuencias de las variantes alélicas CYP2D6*4, *6y *10.

Heras', Realizé estudios en pobladores sanos del Ecuador, acerca de la
identificacion del polimorfismo de un solo nucleétido en el gen CYP2D6 del
citocromo P450, comprobandose que la frecuencia de alelos *4 (8,5%) y *5
(2,2%) es similar a la reportada en estudios en poblacién caucasica y mestizos
hispanos obteniendo como resultado la existencia de polimorfismos genéticos de
CYP2D6 en la poblacién ecuatoriana.

En México el estudio realizado por Bafuelos'®, sobre las frecuencias de las

variantes alélicas del gen CYP2D6 en Menonitas, resultaron ser con mayor

39



frecuencia los alelos *4 y *10, los cuales fueron similares a las reportadas en los
caucasicos.

El PCR tetraprimer fue procesado con ADN genomico de sangre capilar
impregnada en el punch de la tarjeta FTA, de cada uno de los 20 pacientes que
ingresaron al estudio, que sirvi6 como ADN molde para cuatro primers con diana
en las secuencias internas del gen CYP2D6, detectandose en tres de los 20
pacientes, dos bandas de productos de amplificacion de 553 pb y 480 pb que
corresponde a los alelos *1 y *3, respectivamente.

Al visualizarse las dos bandas en cada una de las muestras de los tres pacientes
nos revela que el genotipo es heterocigoto *1/*3, con un alelo *1 silvestre, cuyo
fenotipo corresponde a la actividad enzimatica normal, y *3 alelo mutante con
ausencia total de actividad metabdlica.

Los resultados obtenidos, en la deteccion de tres casos de pacientes
heterocigotos  *1/*3, coinciden con lo planteado por Sachse®, que existe
alrededor de 20 polimorfismos con el fenotipc MP, de los cuales
aproximadamente el 95% corresponden a los alelos *3, *4, *5 y *6, en individuos
caucasicos, siendo el alelo con mayor frecuencia el *4, seguido de la variante *3
y la variante *6.

Asi mismo Griman'®, realizé estudios sobre las variantes alélicas del gen
CYP2D6 en la poblacion de la regién centrooccidental de Venezuela, en la que
no detectd ningun caso de variantes CYP2D6*3.

La figura 1 representa el primer ensayo realizado para la estandarizacion de XL-
PCR del gen CYP2D6, tomando como ADN molde, el ADN extraido de sangre
‘capilar que se encontraba impregnada en la tarjeta FTA, de la cual se obtuvieron
discos de 2 mm de diametro a los que le denominamos “punch”; el carril 1,
corresponde al marcador de tamafio molecular “ladder” de 1 Kb, los carriles 2, 3

y 4 contiene el ADN molde en los “punch”, con uno, dos y tres “punch’
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respectivamente, muestra los productos de la amplificacién en bandas definidas
directamente relacionado al nimero de “punch’, revelando que para el XL- PCR
es necesario incorporar al tubo del “mix” tres punch por paciente, puesto que el
producto amplificado es bastante grande de aproximadamente 2 900 pb. El carril
5 no manifiesta ningun producto de la reaccién, es el “blanco” sin “ADN molde”,
solo contiene el “mix” indicandonos que no hay contaminacién ni reacciones
cruzadas; el carril 6 muestra una banda definida de 2 900 pb, es el “control” que
se amplificé con ADN molde extraido de linfocitos humanos mediante extraccion
organica; el carril 7 contiene solo el ADN genomico extraido de linfocitos
humanos.

Las ﬁgﬁras 2, 3 y 4, muestran los productos de la amplificacién de 2 900 pb del
fragmento del gen CYP2D6 de los 20 pacientes que ingresaron al estudio,
mediante XL-PCR con tres “punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN de sangre
capilar por cada paciente, corrido en electroforesis con gel de agarosa al 1,5%.
Las figuras 2, 3 y 4 corresponden a los pacientes de 1 al 5, del 6 al 14 y del 15
al 20, respectivamente; cada una de ellas mostrando el ladder y blanco. Estos
resultados revelan que el fragmento del gen CYP2D6 ha sido amplificado en la
totalidad de los pacientes que ingresaron en estudio, que nos permitira continuar
con la siguiente etapa de PCR anidado, puesto que éste producto (amplicén)
sera utilizado como ADN molde.

La figura 5 revela los productos de amplificacion de PCR anidado para la
deteccién de los alelos CYP2D6*4 y CYP2D6*6, con diferentes volimenes del
producto XL — PCR (amplicon) como ADN molde, en gel de agarosa al 3,0%;
como se puede apreciar las bandas del producto del PCR anidado, son mas
intensas con 10uL de ADN molde (carril 3) que con 5uL del carril 2,

correlacionando con el ladder del carril 1 y contrastando con el "blanco” del carril
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4; por tanto resuita una mejor reaccién, cuando se procesa con el volumen de
10uL de ADN molde (amplicén).

Las figuras 6, 7 y 8 muestran los productos de la ampilificacién de 353 pb del
fragmento del gen CYP2D6 de los 20 pacientes, mediante PCR anidado para la
deteccion de los alelos CYP2D6*1 (silvestre) y alelos mutantes CYP2D6*4 y
CYP2D6"6, en gel de agarosa al 3,0%, utilizando como ADN molde el amplicén
del XL-PCR del gen CYP2DE6; las figuras 6, 7 y 8 corresponden a los pacientes
de 1 al 7, del 8 al 14 y del 15 al 20. Estos resultados refiejan que todos los
pacientes en estudio muestran al menos un alelo silvestre y/o heterocigoto, que
corresponde a: silvestre/silvestre, silvestre/*4 y silvestre/*6.

La figura 9, representa la duplicidad de las muestras de los productos de
amplificacion de 353pb de los pacientes 7,15 y 8 respectivamente, quedando
comprobado la presencia de al menos un alelo silvestre y/o heterocigoto, que
corresponde a: silvestre/silvestre, silvestre/*4 y silvestre/*6, de la totalidad de los
pacientes en estudio.

La figura 10, representa los productos de amplificacion de 553 pb y 480 pb, del
fragmento del gen CYP2D6 de siete pacientes, mediante PCR tetraprimer para la
deteccion del alelo CYP2D6*3, con tres “punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN
de sangre capilar, corrido en electroforesis con gel de agarosa al 3,0%. Los
carriles 3, 4 y 5 corresponde a los pacientes que presentan un alelo silvestre y
otro mutante *3, constituyendo personas heterocigotas para el gen CYP2D6, los
carriles 2, 6, 7 y 8 son pacientes que no presentan alelos mutantes *3, el carril 1
es del ladder y el carril 9 del blanco.

Las figuras 11 y 12, no muestran los productos de amplificacion de 553 pb y 480
pb, del fragmento del gen CYP2D6 de pacientes del 8 al 14 y 15 al 20,
respectivamente; mediante PCR tetraprimer para la deteccion del alelo

CYP2D6*3, con tres “punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN de sangre capilar,

42



corrido en electroforesis con gel de agarosa al 3,0%, cada figura muestra en el
carril 1 el ladder y el dltimo carril para el blanco. Demostrandonos que ninguno

de estos pacientes muestra alelo mutante *3.
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VI. CONCLUSIONES

¢ El perfil genético molecular del citocromo CYP2D6 de 20 pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho, corresponde a
17 pacientes con genes heterocigotos, dentro de las tres posibilidades: *1/*1 6
*1/*4 6 *1/*6; y tres pacientes con genes heterocigotos *1/*3.

¢ La estandarizacion de las condiciones fisicas y quimicas de los componentes
de la reaccion en cadena de la polimerasa, son las siguientes:
Para XL-PCR amplificando un fragmento del gen CYP2D6; contenido del
“‘mix" para un volumen final de 50 pL: buffer 1X, MgSO, 1,5 mM,
desoxirribonucledsidostrifosfatos (ANTPs) 0,2 mM, primer Fw (sentido) 0,5
uM, primer Rv (antisentido) 0,5 uM y KOD polimerasa (Hot Start Master Mix)
1,5 U, ADN molde tres “punch”; programa de ampilificacion: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 65,0 °C por45sy 70 °C
por 2 min, seguidos por 10 min a 70 °C para la extension final.
Para PCR anidado, para la deteccién de los alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y
CYP2D6*6; contenido del “mix” para un volumen final de 50 pL: buffer 1X
MgCl; 1,5 mM, desoxirribonucledsidostrifosfatos (dNTPs) 0,2mM, primer Fw
0,5 pM, primer Rv 0,5 uM y Tag ADN polimerasa 1 U, el ADN molde

(amplicén del XL-PCR) 10 uL; programa de amplificacién: desnaturalizacion



inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 10 s y 72°C
por 1 min, seguidos por 5 min a 70 °C para la extensién final.

Para PCR tetraprimer para la deteccién del alelo CYP2D6*3; el “mix” para una
reaccion con un volumen final de 25 L, conteniendo: buffer 1X, MgCi, 1,5 mM
desoxirribonucleésidostrifosfatos (dNTPs) 0,4 mM, primer CYP2D6*3-3
0,12pM, primer CYP2D6*3-4 new 0,12uM, primer CYP2D6*3-6 0,3 uM, primer
CYP2D6*3-awt 0,3 pM y KOD polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,25 U, tres
punchs conteniendo ADN de sangre capilar, para cada tubo. La programacion
fue: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 2 min, 20 ciclos de 94 °C por 30 s,
63°C por 30 s y 72 °C por 1 min, y luego 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 53°C
por 30 s 72 °C por 1 min.

Las variantes alélicas detectadas en 17 pacientes corresponde a: *1/*1 6
*1/*4 6 *1/*6 y tres pacientes con *1/*3; es decir todos presentan genotipos
heterocigotos, por tanto todos tienen al menos un alelo *1 que es el silvestre,

cuyo fenotipo corresponde a la actividad enzimatica normal.
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ViIl.RECOMENDACIONES

e Estandarizar las técnicas de los siguientes procesos, como la digestién
enzimatica con nucleasas a los productos del PCR anidado, que permita
discriminar alelos *1 silvestre, *4 mutante y *6 mutante, con la adquisicion

de la citada enzima por via exportacion directa.

e Ampliar el estudio de las variantes alélicas del gen CYP2D6, con
pacientes que presenten alelos mutantes con ausencia total de actividad
metabdlica, conducente a tratamiento individualizado de pacientes con

estos casos especiales.
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Anexo 1

Extraccion de ADN gendmico extraidas de
sangre capilar impregnadas en tarjetas FTA

ADN “punch”

Técnicas de la PCR

XL-PCR > PCR anidado PCR tetraprimer

4

Deteccion de variantes alélicas

Flujograma para la deteccion del Gen CYP2D6, alelos: CYP2D6*1, CYP2D6%4,
CYP2D6*6 y CYP2D6*3, y genotipos; mediante las técnicas variantes de PCR.
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ANEXO 2
EXTRACCION DE ADN DE SANGRE CAPILAR EN TARJETAS FTA

Realizar una
puncién en el dedo
con material estéril

Dejar secar los puch (quedan kistos para
amplificacion por PCR)

Desechar
todo el
reactivo

Usando el Micro psible

Punch ™ de 1.2 mm,
se remueve la
muestra

Trasvasar la muestra a un tubo
eppendorf (1000 uL).
Centrifugar a 5000 rpm/ 5 min

Repetir 2 a 3 veces

Suspender la muestra
en 200puL de solucién
de purificacion de

FTA Vortecear suavemente
' ydescchar todo el Agregar 200uL de
— ‘ reactivo Dﬂsible Bfﬁ';gr TE * Vortecear

suavemente y
desechar todo el

i Dejar incubar por —— a—

3 T————————
» reactivo posible
Repetir 4 a 5 veces o i
: D b
- hasta q la soluci6n ejar m:s:'u ar por
1‘ quedar blanco las
muestras)
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- Anexo 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO INDIVIDUAL PARA COMUNIDADES NATIVAS Y MESTIZAS

Proyecto: Caracterizacién molecular y frecuencias alélicas de los genes CYP2DS§,
CYP2C9 y CYP2C19 en poblaciones nativas y mestiza de Ayacucho - PerG.

Presentacion

Mi nombre es. s LY trabzjo en la Universigad
Nacional de San Cﬂszosa! {ie Huamanga =stamos reakzan;fo un estudio sobre las vanaciches
genéticas dei poblader nativo y mesiizo peruano en la regidn Avacucho. El estudio se va realizar
en los ambifos de las comundades. .. .. ... .. . ..o uSted Liene dereche a
preguntar sobre cualguier nesgo o beneficio de esle e‘:tudm r}ara usted. su famiiar y sobre
cugiguier otre punto que no esteé ciaro. Cuando hayamos respondido todas sus dudas, usted tiene
ei derecho de decidir si usted puede participar 0 no

¢Cudl es ol propositc de esta investigacion?

Nuestro cuerpe, asi come el cuerpo de los animales v plantas estan formados por células Estas
contienen a nuestios genes, que heredemos como caracteristicas de nuestros padres o ancestros,
Los genes de una persona comparados a los de otra persona no son totalmente idénticos. estas
diferencias son conocidas come vanaciones genéticas. Estas variaciones explcan slgunas de las
diferencias fisicas entre las personas y explican parciaimente por qué algunas personas o familias
pueden fener problemas o enfermedades al fomar medicamentos Sufrir esas enfermedades
también puede depender de lo que comamos. de hacer gfercicio o no, de fumar tabaco, & de la
contammnacion gue exista en la comunidad, y ofras condiciones, lo que dificulta encontrar que
genes podrian estar involucrados en estas respuestas a los medicamentos,

Estas diferencias en los genes también pueden observarse si n0s COMPAramos CoN personas de
ofros paises lejanos. Asi como hay diferencias tambign hay similitudes, y &n algunos personas o
comumdades hay mas dderencias que en otras. El propdsite de la Caracteniracion molecular v
frecuencias alélicas de fas genes CYP20D6. CYFPECH y CYP2L19 an poblaciones nativas y mestiza
de Ayscuche ~ Peru, que incluye tres fesis de postgrado y una tesis de pregrado. es encontrar la
mayoria de diterencias en los genes que existen en las poblaciones nativas peruanas y cuanio de
estos genes se encuenlra en las poblaciones mestizas peruanas. Eslo se realizaréd medianie e
esiudio de los genes presentes en las muestras del hisopado bucal colectadas en personas de las
comunidades de Ayacucho. Posteriormente toda la informacién de las variaciones en los genes
que se encuentien se colocard en bases de datos para investigadores de acceso regulado &n
Internet.

La informacion que se desarrollen con esle estudio podrd servir para gue en el futuro los
investigadores contribuyan al conocimiento de 1a salud v de las enfermedades gue sufren nuestra
poblacidn en la utilizacidn de medicamentos Para caractenzar sus genes. los investigadores
analizardn sus muestras, para buscar las vanaciones genéticas relacionadas. Una vez
identificadas, se podra estudiar como funcionan y eventualimente encontrar mejores métodas para
prevenir, detectar y evitar el uso de medicamenios que pueden causar enfermedades Asimismo
este proyecto servira para conoger mejor i2 historia de ias poblaciones peruanas nativas y
mestizas, su ongen y evolucion

Este es un proyecto de investigacion, no un servicio de asistencia médica. Si usted tiene

algun problema de salud o alguna pregunta médica, debe consultaro con un médico en un Ceniro

de Salud mas cercano a su comunidad.

Los participantes de este proyecto son hombres y mujeres mayores de 18 ahos, solo se netesta

que estén de acuerdo. Este proyecto incluira aproximadamente 175, 140 y 275 participantes de

cada poblacién, andina, ashaninka y mesltiza respectivamente, en tolal serdn incluidos 580 o
participantes de Ayacuche. La Universidad Nacional de San Cristobal de Huamangz y fa Dreccion =
Regional de Salud de Ayacucho. seran las instituciones que partcipardn en la captacion de ios gm
pariicipantes T

'1 Bl i moteentar y frecnengias alélicas de lus genes CYPZDG, C\'P,Z;;/Q.y }
]mhhdonm wativay y mestiza de Avacucho - Peri”, ;‘ e
-k € 2 %
Y 2 3
ftut

17 06/201%

Carta de consentimiento informado individualizado
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Para formar parte del proyeclo, usted debe:

+ Ser mayor de edad (tener mas de 18 afios).

+ Estar dispuesto a donar una muestra de hisopado bucal

+ Estar de acverdo en gue nueslios investigadores de 18 Universicad Nacional de San Cristébal
de Huamanga, Universidad Nacional Mayor de San Marcos estudien el matenal genético
obtenido de su muestra por un largo periodo de {lempo, asi como gue la informacidn genética
derivada de dichos estudios sea colocada en bases de datos cientificas en Internet

+ Esiar de acuerdo en gue su informacion personal dentro de posible {datos personales como su
direccion, fecha de nacimiento. etc. con los cuales usted pudiera ser identificado) puedan ser
corroborados con el Registro Nacional de ldentidad y Estado Crvil (RENIEC).

Su nombre y otros datos personales no seran divulgados y solo sera de interés del proyecto
y solo manejados por los investigadores que estudien las muestras y su material genético

Si Usted considera gue podria estar interesado en ser parte de este proyecto, por favor lea el reslo
de este documento y tome tode el lempt que necesile para hacer preguntas,
La decision de participar, o no, es completamente voluntaria y depende solamente de Usted.

£Qué pasard con mi muestra?

Su muestra serd guardada en el Centro de Investigacion en Biotogia Molecular de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para ser procesada y almacenada de
manera que puedan ser utilizadas en estudios futuros en iz misma linea de investigacidn. El
laboratorio esta ubicado en el Pabelion de Biologia de la Facultad de Ciencias Biologicas en ia
Ciwdad Unjversitania de la Universidad Nacional de San Crsicbal de Huamanga en la Av
Independencia S/N en la ciudad de Ayacucho.

Su participacion sera confidencial. Los invesligadores de esie proyecio, tendrén que seguir
todas las normas v leyes de elica vigentes que aplican para la investigacidn biomédica.

¢Cudles son los beneficios de participar en el proyecto?

Probablemente usted no se bepeficiard personalmente por participar es este proyecto porque este
tipo de invesligaciones normalmente requiere mucho liempo para producr resultados medicamenie
itiles. Sin embargo. su participacion ayudara a los investigadores de todo e mundo a entender
mas sobre la variacién genéuca humana y su relacion con ia salud y la enfermedad. Cabe notar.
que hasta la fecha no se ha oblendo el genoma completo de mingin peruano y por supuesto, de
ningun nativo peruano. Los resultados del estudio de estos genes gue oblengamos en esle
proyecto seran los primeros de nuestro pais.

¢Cudles son los riesgos de participar?

+ Latome de la muestra de hisopade bucal, no representa un riesgo gue el de cualquier estugo
convencional de laboratorio, Este procedimiento médice es calificado por la ley como de rigsgo
minimo.

¢Coémo protegeran mi privacidad?

Protegeremos su privacidad de diferentes maneras:

« Guardaremos su consentimiento informade en un archivo segurc. unicamente los miembros del
grupo de trabajo de la UNSCH tendran accesc a este archivo.

« No divulgaremos su nombre ni cualquier otra informacion de identificacion (como su domicilio,
fecha de nacimiento, etc ).

= Codficaremos su muestra de manera que nadie que no sea parle de nuestro equipo de
investigacion podra identificar su muestra

Tirulo drd Prolovele” Caracterizacion motecular y frecuenclas aléleas de los penes CYP2U, C?’I'L:C‘%y
poblaciones nativas y mestizs de Ayacuche - Perd”; éi-:}j +
Fecha: 17/06/2014 / Sy
Versidn: Cuana N

Carta de consentimiento informado individualizado.
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+« Debido a estas medidas, serd extremadamente dificil para cuaiquier persona que consulte
ias bases de datos cientificas poder saber si hay o no informacion de usted en las bases

de datos cientificas,
¢ Cémo me puedo enterar de los resultados de la investigacién?

Probablemerite pasard 1 a 2 ahos hasta que la informacion derivada de este proyecto pueda ser
utilizada para producir informacion relacionada con fa salud y que sepamos cémo interpretaria
exactamente. La devolucién e informacion de resultados de los participantes. asi como los
haliazgos del estugio se realizara, gentro de tres meses después de Ia toma de muestras, en forma
colectiva en presentaciones coordinadas previamente con ios actores socigies y autoridades
locaigs de los ambios donde se desarrolld este estudio.

Retiro del Estudio: La participacion en este estudic es complelamente voluntaria. Pueden negarse
a parficipar o retirarse en cualquier momento que lo desee sin ninguna consecuencia para usted

Informacién adicional: Usled es libre de realizar cualquier pregunta y pedir informacion en cualquier
momento durante el estudio y tiene dereche a recibir respuestas que lo ayuden a entender y resolver
sus dudas. Si tiene alguna pregunia sobre el estudio puede comunicarse a la Universidad Nacionat
de San Cristébal de Huamanga con ef Bigo Tomas Yure! MIRANDA TOMASEVICH Coordinador y
Responsable de! proyecto, al teiéfono de fa Facultad de Ciencias Bioldgicas 318553 o al celular
966909570, Si usted tiene cualguwer pregunta concerniente a sus derechos como sujelo de esle
estudio de investigacion, usted puede contactar al M.Sc. Bigo. Carios Augusto YABAR VARGAS,
Presidente del Comité de Elica del! Instituto Naciona!l de Salud lleamando al 748-0000C anexo 2179 en
cualquier momenio.

CONSENTIMIENTC INFORMADO

Por favor lea la siguiente informacion, medite su eleccion y firme si usted esta de acuerdo:

Estoy de acuerdo:

+ En donar una muestra de hiscpade bucal 0 golas de sangre capilar;

» En que el ADN se utiice tanio en el estudio Caracterizacion molecular y frecuencias alélicas de
ios genes CYP2D6, CYP2C9 y CYP2C19 en poblacionss nativas y mestiza de Ayacucho - Perd
como en ofros estudios posteriores de vanabilidad genética en pobiaciones peruanas;

* En que loda la informacion genglica de la muesira sea depositeda en bases de dales cientificas
de acceso controlado (publicas) en Infernet:

* En que la muesira ¢ la informacién de la muestra podria ser estudiada per grupo de
investigacién sin fines de lucro.

* En que une vez que la muestra haya sido estudiada, no podré relirar la informacion de mi
mueslra de las bases de dalos cientificas,

He leido o escuchado toda fo imformacidn, he hecho todas las preguntas que he tenide, y lodas mis
preguntas han sido respondidas salisfacionamente. Soy consciente de que dar una muesira €s mi
decision.
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Fecha: 17/06/2014
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Anexo 4

Tabla 3. Deteccion del Gen CYP2D6 y alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4, CYP2D6*6
y CYP2D6*3, mediante las técnicas variantes de PCR, de 20 pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho — 2013,

TECNICA DE PCR

XL-PCR ANIDADO TETRAPRIMER

N° CODIGO DEL
PACIENTE Alelos:
_Gen: CYP2D61, Alelo:
CYP2D6 CYP2D6*4, CYP2D6"'3
CYP2D6*6

1 CMA-H-F-18-001 Presente Presente Ausente
2 CMA -H-M-28-002 Presente Presente Presente
3 CMA-H-M-54-003 Presente Presente Presente
4 CMA-H-M-42-004 Presente Presente Presente
5 CMA-H-M-38-005 Presente Presente Ausente
6 CMA-H-M-42-006 Presente Presente Ausente
7 CMA -H-F-56-007 Presente Presente Ausente
8 CMA-H-F-23-008 Presente Presente Ausente
9 CMA-H-M-49-009 Presente Presente Ausente
10 CMA-H-F-28-010 Presente Presente Ausente
11 CMA-H-F-73-011 Presente Presente Ausente
12 CMA-H-F-26-012 Presente Presente Ausente
13 CMA-H-F-36-013 Presente Presente Ausente
14 CMA-H-F-72-014 Presente Presente Ausente
15 CMA-H-M-22-015 Presente Presente Ausente
16 CMA-H-M-44-016 Presente Presente Ausente
17 CMA-H-F-33-017 Presente Presente Ausente
18 CMA-H-F-57-018 Presente Presente Ausente
19 CMA-H-M-19-019 Presente Presente Ausente
20 CMA-H-M-66 -020 Presente Presente Ausente
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Anexo 5

.’"—“"ﬂcy

Figura 13. Reactivos para extraccion de ADN en Tarjetas FTA

S

Figura 14. Cabina pre-PCR, preparacion del “mix” para XL — PCR.
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Figura 15. Programacion del termociclador para la reaccién XL-PCR de gen
CYP2D6 de ADN capilar en tarjetas FTA

Figura 16. Preparacion del volumen de carga para electroforesis con los
productos de XL-PCR del gen CYP2D6 de ADN capilar en tarjetas FTA
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Figura 17. Coloracion del gel de agarosa conteniendo los productos de XL-PCR
del gen CYP2D6 de ADN capilar en tarjeta FTA, con bromuro de etidio al 1 %.

Figura 18. Sistema de registrador de imagenes Biometra UV solo TS del gel de
agarosa con los productos de XL-PCR del gen CYP2D6 de ADN capilar en
tarjeta FTA, con bromuro de etidio al 1,5 %.
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Anexo 6

1001 on 1% agarose

Figura 19. Escala del marcador tamaio de fragmentos de ADN del “ladder 1 kb”
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Anexo 7

Tabla 4. Estandarizacion para la amplificacion de fragmento del gen CYP2D6,
mediante XL- PCR con 1, 2 y 3 punch de ADN de sangre capilar en tarjetas FTA.

Preparacion del “mix” para amplificacion de fragmento
del gen CYP2D6

REACTIVOS [Inicial} [Final] 1 Rx{pL) 4 Rx(plL)
PCR Buffer 10x 1x 5,0 20,0
MgSO04 25 mM 1,5 mM 30 12,0
dNTP's 25mM 0.2mM 50 20,0
Primer Fw 10 uM 0,5uM 25 10,0
Primer Rv 10 uM 0,5 uMm 25 10,0
KOD polimerasa 1 U/UI 20U 2,0 8,0
ADN molde punch Punch
H,O PCR 30,0 120
TOTAL 50.0 200.0
Desnaturalizacion _ Inicial _ ' 95 °C x 5 min
Desnaturalizacidn 95°Cx30s
Programa 35 Ciclos Hibridacién 65°Cx45s
XL-PCR Extension 70 °C x 2 min
Extensién Final 70 °C x 10 min
Refrigeracion 4°C
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Anexo 8

Tabla 5. Condiciones para la amplificacion de fragmento del gen CYP2D6,
mediante XL- PCR con 3 punch de ADN de sangre capilar en tarjetas FTA.

Preparacion del “mix” para amplificacion de fragmento
del gen CYP2D6

REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 Rx(pL) 6 Rx(pL)
PCR Buffer 10x 1x 50 30,0
MgS04 25 mM 1,5 mM 3,0 18,0
dNTP's 25mM 0,2mM 5,0 30,0
Primer Fw 10 uM 0,5uM 25 15,0
Primer Rv 10 uM 0,5 uM 25 15,0
KOD polimerasa 1 U/l 20U 2,0 12,0

ADN molde ~ punch 03 punch
H,0 PCR | 30,0 180
TOTAL 50.0 300.0

Desnaturalizacion  Inicial 95 °C x 5 min
Desnaturalizacion 95°Cx30s
35 Ciclos  Hibridacién 65°Cxd5s
Extension 70 °C x 2 min
Extensiéon  Final ' ' 70 °C x 10 min
Refrigeracion 4°C
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Anexo 9

Tabla 6: Estandarizacién de PCR anidado para la deteccion de los alelos
CYP2D6*4 y CYP2D6*6 con volumenes de 5uL y 10uL del producto XL-PCR
(amplicon) como ADN molde.

Preparacion del “mix” para la deteccion de los alelos CYP2D6*4 Y
CYP2D6*6 del producto XL-PCR (amplicon)

' REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 Rx{pL) 3 Rx(pL)
, PCR Buffer 10x 1x 50 15,0
{ MgCl, 50 mM 1,56 mM 1,5 45
dNTP's 10 mM 0,2mM 1,0 30 |
Primer FWw'4'6 10 uM 0.5 uM 25 75
‘ Primer Rv*4*6 10 uM 0,5uM 25 7,5
" Platinium Taq DNA TU 0,200 02 0.6
I polimerasa
" ADN amplicén | 05pL y 10pL
H,0 PCR T 323y27.3
TOTAL ' 50,0 150,0

Desnaturalizaciéon  Inicial 95 °C x 5 min
Desnaturalizacion 94°Cx30s
35 Ciclos  Hibridacién 56°Cx10s
Extension 72°C x 1 min
Extension  Final 70 °C x 5 min
Refrigeracion 4°C
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Anexo 10

Tabla 7: Condiciones de PCR anidado para la deteccion de los alelos CYP2D6*4
y CYP2D6"6 con10pL del producto XL~PCR (amplicon) como ADN molde.

Preparacion del “mix” para la deteccion de los alelos CYP2D6*4 Y
CYP2D6*6 del producto XL-PCR (amplicén)

REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 Rx{pL) 8 Rx(ul)
PCR Buffer 10x 1x $.0 40,0
MgCl, 50 Mm 1,5 mM 1,5 120
dNTP's 10 mM 0,2 mM i0 8,0
Primer Fw*4*6 10 uM 0,5uM 25 20,0
Primer Rv*4*6 10 uM 0,5uM 25 20,0
Platinium Tag DNA 1U 0,2pL 0,2 16
polimerasa
ADN amplicon 10 80
H.O PCR 273 218,4
TOTAL 50,0 400,0

Desnaturalizacion  Inicial 95 °C x 5 min
Desnaturalizacion 94°Cx30s
35 Ciclos  Hibridacién 56°Cx10s
Extensi6n 72°C x 1 min
Extension  Final 70 °C x 5 min
Refrigeracion 4°C
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Tabla 8: Estandarizacién de PCR tetraprimer para la deteccién del alelo

Anexo 11

CYP2D6*3 con punch de ADN de sangre capilar en tarjetas FTA.

Preparacion del “mix” para la deteccion de los alelos CYP2D6*3 por PCR '

tetraprimer

| REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 Rx(pL) 8 Rx{pL)
i PCR Buffer 10x Tx 25 20,0
; MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75 6,0
dNTP's 10 mM 0,4 mM 1,0 8,0
: Primer *3 10 uM 0,12 uM 0,3 2,4
i Primer *4 NEW 10 uM 0,12 uM 0,3 24
; Primer *6 10 uM 0,3 uM 0,75 6,0
Primer AWT 10 uM 0.3 uM 0,75 6,0
KOD polimerasa 5U/uL 1,25U 0,25 2,0
! ADN Punch punch
i H,O PCR 18,4 147,2
TOTAL 25,0 200,0
Desnaturalizaciéon Inicial 95 °C x 2 min
Desnaturalizacion 94°Cx30s
Programa 20 Ciclos  Hibridacion 63°Cx30s
PCR Extension 72°C x 1 min
tetraprimer Desnaturalizacién 94°Cx30s
30 Ciclos  Hibridacion 53°Cx30s
Extension 72 °C x 1 min
Refrigeracion 4°C
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Anexo 12
Tabla 9. Matriz de consistencia

TiTULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Perfil ¢ Cual sera el GENERAL Aspectos tedricos del El perfil Variable Principal: Tipo de investigacion :
genético perfil genético ; . citocromo CYP2Ds, A _ Basica - descriptivo.
molecular del molecular del Dessrminar et pedi| igenslica variantes  alélicas vy genciica Pacientes con
citocromo citocromo molecular del citocromo genotipicas. molecular del tuberculosis
CYP2D6 en CYP2D6 en . ) atendidos en el
pacientes pacientes con CYP2D6 en pacientes con rypercyjosis citocromo Hospital Regional de  Nivel de investigacién:
con tuberculosis  tuberculosis atendidos en el T CYP2D6  en Ayacucho. TR
tuberculosis atendidos en : : ratamiento ;
atendidos en el  Hospital Hospital Regional  de aptituberculosis. pacientes con pdicador: o 4 I

: ; : efinicion e a
el Hospital Regional de Ayacucho. tuberculosis . .
Regional de Ayacucho el . - Edad, sexo, grupo poblaciény muestra:
ESPECIFICOS atendidos en el  étnico.
Ayacucho - afio 20137 _ _ . Variable secundaria: Procedimiento para la
2013. Estandarizar las técnicas de Hospital " recoleccién de muestra.
XL-PCR, PCR anidado y PCR Regional de Perfil genético
; - molecular del
tetraprimer, para amplificar el Ayacucho, o — ) o -
gen CYP2D6, a partir de presenta _ Disefio Experimental:
muestras de sangre capilar variantes Indicador: Extraccion de  ADN
impregnadas en tarjetas FTA. alélicas y Deteccion de lag humano  de  sangre
variantes alélicas y Capilar.

Deteccion de las variantes
alélicas *1, *3, *4 y *6 del gen
CYP2D6 de los pacientes en
estudio.

genotipicas del
gen CYP2D6

genotipicas del gen
CYP2D6.

Se amplificara mediante
XL-PCR, PCR anidado y
PCR tetraprimer.
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Perfil genético molecular del citocromo CYP2D6 en pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho -
2013.

Marleny Vera Meza', Tomas Miranda Tomasevich' y Aldo Tinco Jayo'.
!Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

El citocromo P450 2D6 (CYP2D6), es una de las mds importantes enzimas involucradas en el
metabolismo de los xenobiéticos en el cuerpo humano; participa en la oxidacién de mas del 20%
de las drogas de uso clinico, se expresa de forma muy variable, dependiendo del grupo étnico.

Se realizé en el Centro de Investigacién en Biologia Molecular y Bioinformética de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses
de octubre de 2013 a Junio de 2014 en la ciudad de Ayacucho — Perl, y como objetivos:
determinar el perfil genético molecular del citocromo CYP2D6 en pacientes con tuberculosis
atendidos en el Hospital Regional de Ayacucho; estandarizar las técnicas de XL-PCR, PCR
anidado y PCR tetraprimer; y detectar las variantes alélicas *1, ¥3, *4 y *6 del gen CYP2D6 de
estos pacientes. La muestra estuvo conformada por 20 pacientes. Se determinaron las condiciones
fisicas y quimicas de los componentes de la reaccién XL-PCR para amplificar un fragmento del
gen CYP2D6, utilizando como ADN molde tres “punch” de tarjeta FTA, hibridacién a 65 °C por
45 s. Las condiciones de PCR anidado, para la deteccion de los alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 y
CYP2D6*6; con ADN molde (amplicén del XL-PCR) 10 pL; hibridacién a 56 °C por 10 s. Las
condiciones de PCR tetraprimer para la deteccion del alelo CYP2D6*3, con tres “punchs”
conteniendo ADN de sangre capilar (molde), 20 ciclos con hibridacién a 63°C por 30 s y luego 30
ciclos con hibridacién a 53°C por 30s. Concluyendo que el perfil genético molecular del citocromo
CYP2D6 de los 20 pacientes en estudio, corresponde a las siguientes variantes alélicas: 17
pacientes *1/*1 ¢ *1/*4 6 *1/*6 y tres pacientes con *1/*3; es decir todos presentan genotipos
heterocigotos, por tanto todos tienen al menos un alelo *1 silvestre, cuyo fenotipo corresponde a la
actividad enzimatica normal.

Palabra clave: gen CYP2D6, XL-PCR CYP2D6, farmacogenética CYP2D6.

SUMMARY

The citocromo P450 2D6 (CYP2D6), is one of more important enzymes involved in the
metabolism of the xenobiéticos in the human body; it takes part in the oxidation of more than 20
% of the drugs of clinical use, expresses of very variable form, depending on the ethnic group. It
was realized in the Center of Investigation in Molecular Biology and Bioinformética of the Faculty
of Biological Sciences of the National University of san Cristobal of Huamanga, during October,
2013 to June, 2014 in Ayacucho's city - Peru, and as aims: to determine the genetic molecular
profile of the citocromo CYP2D6 in patients with tuberculosis attended in Ayacucho's Regional
Hospital; to standardize the technologies of XL-PCR, sheltered PCR and PCR tetraprimer; and the
variants detect alélicas *1, *3 , *4 y *6 of the gene CYP2DG6 of these patients. The sample was
shaped by 20 patients. There decided the physical and chemical conditions of the components of
the reaction XL-PCR to amplify a fragment of the gene CYP2D6, using as DNA mold three
"punch" of card FTA, hybridization to 65 °C for 45 s. The conditions of sheltered PCR, for the
detection of the alelos CYP2D6*1, CYP2D6*4 and CYP2D6*6; with DNA mold (amplicén of the
XL-PCR) 10 uL; hybridization to 56 °C for 10 s. The conditions of PCR tetraprimer for the
detection of the alelo CYP2D6*3, with three "punchs" containing DNA of capillary blood (mold),
20 cycles with hybridization to 63°C for 30 s and then 30 cycles with hybridization to 53°C for
30s. Concluding that the genetic molecular profile of the citocromo CYP2D6 of 20 patients in
study, It corresponds to the following variants alélicas: 17 patients *1/*1 6 *1/*4 6 *1/*6 and three
patients with *1/*3; it is to say all they present genotypes heterocigotos, therefore they all have at
least an alelo *1 wild, whose phenotype corresponds to the enzymatical normal activity.

Key word: gene CYP2D6, XL-PCR CYP2D6, farmacogenética CYP2D6.



INTRODUCCION

La infeccion por Mycobacterium
tuberculosis, es la segunda causa de
mortalidad por un agente infeccioso en el
mundo, luego del virus de Ia
inmunodeficiencia humana (VIH),
determinando 1,8 millones de muertes por
afio. Noventa y ocho por ciento de estas
muertes ocurren en paises en vias de
desarrollo como Pert.'

El tratamiento se basa en diversos regimenes
de terapia combinada (varios medicamentos)
de corta duracion formulados en los
decenios de 1970 y 1980, y que han ido
mejorando en el transcurso de los afios,
teniendo en cuenta ftres propiedades
fundamentales de los medicamentos
antituberculosos:  capacidad  bactericida,
capacidad esterilizante y capacidad de
prevenir la resistencia. La isoniazida y la
rifampicina son considerados como el
nicleo basico del tratamiento
antituberculoso, a la que se agrego
posteriormente la pirazinamida; todas ellas
pueden eliminar el bacilo de la TB
(Mycobacterium tuberculosis) en cualquier
localizacion, a nivel intracelular y
extracelular.” El citocromo P450 2D6
(CYP2D6), es una de las mas importantes
enzimas involucradas en el metabolismo de
los xenobidticos en el cuerpo. Participa en la
oxidacion de mas de un 20% de las drogas
de uso clinico, se expresa en el higado, en el
intestino y en el cerebro de forma muy
variable.’ La actividad del CYP2D6 es
extremadamente variable debido a la
existencia de un gran nimero de variantes
alélicas que definen cuatro niveles
principales de actividad (fenotipos):
metabolizadores  ultrarrapidos  (MUR),
presentan actividad aumentada,
metabolizadores rapidos (MR) individuos
que tienen actividad normal,
metabolizadores intermedios (MI) con
actividad dismiouida susceptibles a la
inhibicién por otros medicamentos, vy
metabolizadores lentos (ML), que son los
individuos con actividad pobre o ausente del
gen.* El Centro de Investigacién en Biologia
Molecular y Bioinformética de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga,
cuenta con el proyecto de investigacion
regional: Caracterizacion molecular y
frecuencias alélicas de los genes CYP2D6,
CYP2C9 y CYP2CI9 en poblaciones nativas
y mestiza de Ayacucho - Perq, y
considerando que esta poblacion es

vulnerable a  muchas enfermedades
infecciosas como la tuberculosis, atribuibles
a la pobreza, acceso limitado a servicios de
salud y alta prevalencia de infeccién por
VIH, formulamos el presente trabajo como
parte del citado estudio, que se desarrollé
durante los meses de octubre de 2013 a
Junio de 2014 en la ciudad de Ayacucho.
Plantedandonos los siguientes objetivos:
Objetivo General:

e Determinar el perfil genético
molecular del citocromo CYP2D6
en pacientes con tuberculosis
atendidos en el Hospital Regional
de Ayacucho.

Objetivos Especificos:

e FEstandarizar las técnicas de XL-
PCR, PCR anidado y PCR
tetraprimer, para amplificar el gen
CYP2D6, a partic de muestras de
sangre capilar impregnadas en
tarjetas FTA.

e Detectar las variantes alélicas *1,
*3, ¥4 y *6 del gen CYP2D6 de los
pacientes en estudio.

MATERIALES Y METODOS
DEFINICION DE LA POBLACION Y
MUESTRA
Poblacién

Constituido por todos los pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital
Regional de Ayacucho durante el afio 2013.
Muestra: Conformada por 20 pacientes con
tuberculosis atendidos en el Hospital
Regional de Ayacucho durante el periodo de
ejecucién del presente estudio, éstas fueron
recolectadas en base a los criterios de
inclusion. El material biologico fue sangre
capilar impregnada en tarjetas FTA.

Tipo de muestreo

Muestreo por conveniencia.

Unidad muestral

ADN humano de sangre capilar.

DISENO METODOLOGICO

Metodologia para la recoleccion de datos
Recoleccion de la muestra

Se llend la ficha de datos de los pacientes
con tuberculosis atendidos en el Hospital
Regional de Ayacucho durante el afio 2013,
que voluntariamente aceptaron participar en
el presente estudio, firmando la carta de
consentimiento informado.

Se obtuvo la muestra, aplicando una puncién
en la yema del dedo dejando caer unas gotas
de sangre capilar en una tarjeta de
conservacion de ADN (FTA™ Classic Card
Whatman) previamente rotulada con el



ciddigo de la persona muestreada, Ia
codificacién en la tarjeta FTA se asigné de
acuerdo al siguiente formato: comunidad
mestiza Ayacucho — Inicial del distrito —
sexo — edad — y numero correlativo de la
toma de muestra.

Ejemplo: CMA —H—-M — 35 - 001

Leyenda:

CMA: Comunidad Mestiza Ayacucho

H: Huamanga

M: Sexo

35: Edad en afios

001: Namero correlativo de la muestra.

Esta tarjeta se mantuvo conservada en una

caja térmica, para su transporte al

laboratorio y posterior procesamiento.

Obtencién de ADN a partir de sangre

capilar en tarjeta FTA.

Se procedié con los pasos descritos en el

protocolo para el kit de extraccion de ADN:

WB120204 Whatman™ FTA Purification

Reagent, luego fueron guardadas a -70 °C

por criopreservacion.

PROCEDIMIENTO:

» Se desinfecté el pulpejo del dedo del
paciente con algodén embebido en alcohol,
se dejo evaporar y se aplicd una puncion
con la ayuda de una lanceta estéril.

e Las gotas de sangre capilar se dejaron caer
sobre la superficie circular indicada en las
tarjetas de FTA GeneCard, se secé al
medio ambiente durante 1 hora o toda la
noche.

¢ Usando el perforador micro punch TM de
1.2 mm, se removio la muestra impregnada
en la tarjeta FTA, colocando éste
fragmento (punch) en un tubo eppendorf
de 1.5 ml (tres punch por tubo).

e Se adicioné 200 ul de la solucién de
purificacion FTA, para tres punch por
tubo, se incubé durante 5 min. a
temperatura ambiente, se agité dos veces
suavemente en vortex.

e Utilizando una micropipeta se desechd
todo el reactivo posible, de ser necesario se
utilizé papel secante.

e Se repiti6 los pasos 4 y 5, tres veces o mds,
hasta que los punchs queden de color
blanco.

e Luego se adicion6 200 ul de buffer TE 1X,
se dejé incubar 5 min. a temperatura
ambiente y se agitd suavemente en la mano
dos o mas veces.

e Utilizando la micropipeta se deseché todo
el buffer TE 1X.

» Se repiti6 los pasos 7 y 8, tres veces o més.

* Se dej6 secar los punch, de ser necesario
utilizando papel secante.

e Las muestras de ADN extraidas mediante
la solucién de purificacion de FTA no
requieren cuantificacion.

Estandarizacion de XL-PCR para la

amplificacion de fragmento del gen

CYP2D6, con 1, 2 y 3 punch de tarjeta

FTA que contiene ADN molde

impregnado.

La férmula del “mix” para una reaccién con

un volumen final de 50 pL, se prepar6é con

las siguientes concentraciones finales: buffer

1X, MgS0, 1,5 mM,

desoxirribonucleésidostrifosfatos  (ANTPs)

02 mM, primer Fw  (forward)

5'CCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA3’

0,5 pM, primer Rv (reverse)

5'GGCTGGGTCCCAGGTCATAC3 0,5

M y KOD polimerasa (Hot Start Master

Mix) 2,0 U, nimero de punch conteniendo

ADN de sangre capilar (1, 2 y 3 punch por

tubo N°® 1, N° 2 y N° 3 respectivamente).

Se colocaron los tubos en el termociclador y

programé el equipo con las siguientes

condiciones de amplificaciéon: un paso

inicial de desnaturalizacién a 95 °C por 2

min, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 65 °C por

45 sy 70 °C por 2 min, seguidos por 10 min

a 70 °C para la extension final.

Para la deteccion de los productos del XL-

PCR de 2 900 pb, fueron corridos por

electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % a 60

voltios durante 90 minutos, estos geles de

agarosa se tifieron con bromuro de etidio al

1 % y dos enjuagues suaves con agua

corriente, los productos del XL-PCR se

observaron por radiacion en UV en el
sistema de registrador de imdgenes marca

Biometra UV solo TS, y adicionalmente se

tom¢6 fotografias con una camara digital

Canon 20x de 12,1 mega pixeles full HD,

sobre un transiluminador UV marca Ultra

Lum; para visualizar las bandas de ADN.

Estandarizacion de PCR anidado para la

deteccibn de los alelos CYP2D6*1

,LCYP2D6*4 yv CYP2D6*6, a partir del

producto XL-PCR (amplicon) como ADN

molde con volimenes de 5 uL y 10 pL.

La férmula del “mix” para una reaccién con

un volumen final de 50 pL, se preparé con

las siguientes concentraciones finales: buffer

1X, MgCl, 1,5 mM

desoxirribonucledsidostrifosfatos  (dNTPs)

0,2mM, primer Fw
5'"CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGAAC

AAGY 0,5uM, primer Rv

5'GAGACTCCTCGGTCTCTCG3" 0,5



uM y Taq ADN polimerasa 1 U, el ADN
molde fue el amplicén (producto del XL-
PCR) y se trabaj6 con los volumenes de 5
pL y 10 pL para cada tubo respectivamente.
Se colocaron los tubos en el termociclador y
programé el equipo con las siguientes
condiciones de amplificacion: un paso
inicial de 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 94
°C por 30 s, 56 °C por 10 s y 72°C por 1
min, seguidos por 5 min a 70 °C para la
extension final.

Los productos del XL-PCR anidado con
cada una de las condiciones fisicas y
quimicas ensayadas, presentes en los geles
de agarosa al 3 % se tifieron con bromuro de
etidio al 1 % y dos enjuagues suaves con
agua corriente, luego se observaron por
radiacién en UV en el sistema de registrador
de imagenes marca Biometra UV solo TS.
Adicionalmente se tomé fotografias con una
cdmara digital Canon 20x de 12,1 mega
pixeles full HD, sobre un transiluminador
UV marca Ulira Lum; para visualizar las
bandas de los productos de amplificacion de
ADN.

Estandarizacién de PCR tetraprimer para
la deteccion del alelo CYP2D6*3, con
punch de tarjeta FTA que contiene ADN
molde impregnado.

La férmula del “mix” para una reaccién con
un volumen final de 25 pL, se prepar6é con
las siguientes concentraciones finales: buffer
1X, MgCl, 1,5 mM
desoxirribonucledsidostrifosfatos  (dNTPs)
0,4 mM, primer CYP2D6*3-3
5'"GCGGAGCGAGAGACCGAGGA3Z'

0,12pM, CYP2D6%*3-4 new
5'GGTCCGGCCCTGACACTCCTTC3
0,12uM, CYP2D6*3-6

5'GCTAACTGAGCACG3 03 pM,
CYP2D6*3-awt
5'TCCCAGGTCATCCT3'

0,3 My KOD polimerasa (Hot Start
Master Mix) 1,25 U, tres punchs
conteniendo ADN de sangre capilar, para
cada tubo. Se colocaron los tubos en el
termociclador y programando el equipo con
los datos planteados para cada caso, se puso
en marcha la replicacién de los fragmentos
de ADN.

Las condiciones del termociclador fueron
las siguientes: un paso imicial de
desnaturalizacién a 95 °C por 2 min, 20
ciclos de 94 °C por 30 s, 63°C por30sy 72
°C por 1 min, y luego 30 ciclos de 94 °C por
30, 53°C por 30 s 72 °C por 1 min.
Andilisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en
tablas, expresados en registros fotograficos y
figuras que explican mejor los hallazgos de
los geles de agarosa conteniendo los
productos de amplificacibn de los
fragmentos del gen CYP2D6, por XL-PCR,
PCR anidado y PCR tetraprimer, para la
deteccibn de los alelos CYP2D6*1,

CYP2D6*4, CYP2D6*6 y CYP2D6*3, -

respectivamente.

RESULTADOS

Tabla 1. Deteccidn del Gen CYP2D6, alelos:
CYP2D6*1, CYP2D6*4, CYP2D6*6 y
CYP2D6*3, y genotipos; mediante las
técnicas variantes de PCR, de 20 pacientes
con tuberculosis atendidos en €l Hospital
Regional de Ayacucho —2013.

TECNICA DE PCR
XL- ANID TETRAP
PCR ADO RIMER

Alelos
DETEC :
CION I():gzz Alelo:
DE *  CYP2D6*
CYP2
GENY il 3
ALELO 4
CYP2
SEN  Gen: ..
PACIE  CYP —~
NTES  2D6 ;‘;‘_"
CON *1/%] .
TBC Genotipo:
6 *1/%3
*1/%4
6
*1/*6.
1: Presente 20 17 3
' Ausente 0 3 17
TOTAL 90 20




Figura 1: Productos de la amplificacién de
fragmento de 2 900 pb del gen CYP2D6
mediante XL-PCR con 1, 2 y 3 “punch” de
ADN de sangre capilar en tarjetas FTA, en
gel de agarosa al 1,5 %. carril 1 con ladder
1Kb, carril 2 con un “punch” carril 3 con
dos “punch”, carril 4 con tres “punch”, carril
5 con blanco, carril 6 con el control, carril 7
con ADN Genémico.

2900 pb

Figura 2: Productos de la amplificacién de 2
900 pb del fragmento del gen CYP2D6 de
cinco pacientes, mediante XL-PCR con tres
“punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN
de sangre capilar, corrido en electroforesis
con gel de agarosa al 1,5 %.

Figura 3: Productos de amplificacién de
PCR anidado para la deteccién de los alelos
CYP2D6*I, CYP2D6*4 y CYP2D6*6, con
diferentes volimenes del producto XL -
PCR (amplicén) como ADN molde, en gel
de agarosa al 3 %, carril 1 con ladder 1Kb,
carril 2 con 05 pL del amplicén, carril 3 con
10 pL del amplicon, carril 4 con blanco.
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Figura 4: Productos de la amplificacién de
353 pb del fragmento del gen CYP2D6 de
siete pacientes, mediante PCR anidado para
la deteccibn de los alelos CYP2D6*1,
CYP2D6*4 y CYP2D6*6, en agarosa al 3 %.



553 pb y 480 pb del fragmento del gen
CYP2D6 de siete pacientes, mediante PCR
tetraprimer para la deteccion del alelo
CYP2D6*1 y CYP2D6*3, con tres “punch”
de tarjeta FTA conteniendo ADN de sangre
capilar, corride en electroforesis con gel de
agarosa al 3 %.

DISCUSION

Los productos de amplificacion de
segmentos de ADN correspondiente al gen
CYP2D6, por medio de las diferentes
técnicas variantes de PCR, se corrieron en
gel de agarosa y se tomaron los registros
fotograficos, para la  interpretacién
respectiva que se detalla a continuacion.

La tabla 1 representa los resultados de la
deteccion del Gen CYP2D6, alelos:
CYP2D6*1, CYP2D6*4, CYP2D6*6 y
CYP2D6*3, y genotipos; obtenidos mediante
las técnicas variantes de PCR, de 20
pacientes con tuberculosis atendidos en el
Hospital Regional de Ayacucho, durante el
periodo de ejecucion del presente estudio, a
partir de ADN de sangre capilar en tarjetas
FTA.

El gen CYP2D6 fue detectado mediante la
técnica de XL-PCR, cuyos primers
amplificaron un fragmento de 2 900 pb,
determinando la presencia del gen en los 20
pacientes, la eficiencia de los componentes
del “mix” y programacién de las condiciones
de amplificacién, consecuentemente la
obtencién del amplicén, que sirvié como
ADN molde para la siguiente técnica de
PCR anidado, utilizindose otros dos
primers, para secuencias de nucledtidos
internos del amplicén, que permitieron
amplificar un fragmento de 353 pb, en 17 de

Figura 5: Productos de la amplificacion de

los 20 pacientes, que indica la presencia de
alelos: *1, *4 6 *6, cuya discriminacién se
realizaria con una digestién enzimatica
utilizando nucleasa BstNI (que
lamentablemente no se pudo adquirir porque
no existe en el mercado nacional).

La deteccion de €ste fragmento, nos permite
deducir que el genotipo de cada una de las
17 personas, estaria incluida dentro de las
tres posibilidades: *1/*1 6 *1/*4 6 *1/*6, es
decir heterocigotos. Todos tienen al menos
un alelo *1 que es el silvestre, cuyo fenotipo
corresponde a la actividad enzimética
normal; y cabe la posibilidad que el otro
alelo de cada uno de ellos pueda ser: *1
alelo silvestre con metabolismo normal, *4
alelo mutante con ausencia total de actividad
metabdlica, y *6 alelo mutante con ausencia
total de actividad metabdlica.

La probabilidad de hallar variantes alélicas
*1/¥4 6 *1/%6, luego de la digestion
enzimética para la respectiva identificacion
de los productos de la amplificacién con
PCR anidado, estaria relacionados con los
estudios realizados por Griman,” Alanis,®
Heras’ y Bafluelos®, que mencionamos a
continuacion:

Griman®, realizé estudios sobre las variantes
alélicas del gen CYP2D6 en la poblacion de
la regién centrooccidental de Venezuela,
teniendo como resultado el alelo mas
frecuente CYP2D6*4 con 16,5%, mostrando
una diferencia significativa con la reportada
con poblaciones asiaticas.

Alanis®, realizé estudios del polimorfismo
gen CYP2D6 en menonitas mexicanos de
origen caucasico del estado de Durango
México, determinando las frecuencias de las
variantes alélicas CYP2D6*4, *6y *10.
Heras’, Realiz6 estudios en pobladores sanos
del Ecuador, acerca de la identificacion del
polimorfismo de un solo nucledtido en el
gen CYP2D6 del citocromo P450,
comprobandose que la frecuencia de alelos
*4 (8,5%) y *5 (2,2%) es similar a Ia
reportada en estudios en poblacién caucdsica
y mestizos hispanos obteniendo como
resultado la existencia de polimorfismos
genéticos de CYP2D6 en la poblacién
ecuatoriana.

En Meéxico el estudio realizado por
Baiiuelos®, sobre las frecuencias de las
variantes alélicas del gen CYP2D6 en
Menonitas, resultaron ser con mayor
frecuencia los alelos *4 y *10, los cuales
fueron similares a las reportadas en los
caucésicos.



El PCR tetraprimer fue procesado con ADN
genémico de sangre capilar impregnada en
el punch de la tarjeta FTA, de cada uno de
los 20 pacientes que ingresaron al estudio,
que sirvié como ADN molde para cuatro
primers con diana en las secuencias internas
del gen CYP2D6, detectdndose en tres de los
20 pacientes, dos bandas de productos de
amplificacién de 553 pb y 480 pb que
corresponde a los alelos *1 y *3,
respectivamente.

Al visualizarse las dos bandas en cada una
de las muestras de los tres pacientes nos
revela que el genotipo es heterocigoto *1/*3,
con un alelo *1 silvestre, cuyo fenotipo
corresponde a la actividad enzimatica
normal, y *3 alelo mutante con ausencia
total de actividad metabélica.

Los resultados obtenidos, en la deteccion de
tres casos de pacientes heterocigotos *1/*3,
coinciden con lo planteado por Sachse’, que
existe alrededor de 20 polimorfismos con el
fenotipo MP, de los cuales aproximadamente
el 95% corresponden a los alelos *3, *4, *5
y *6, en individuos caucasicos, siendo el
alelo con mayor frecuencia el *4, seguido de
la variante *3 y la variante *6.

Asi mismo Grimén®, realizé estudios sobre
las variantes alélicas del gen CYP2D6 en la
poblacién de la regioén centrooccidental de
Venezuela, en la que no detecté ninguin caso
de variantes CYP2D6*3.

La figura 1 representa el primer ensayo
realizado para la estandarizacién de XL-
PCR del gen CYP2D6, tomando como ADN
molde, el ADN extraido de sangre capilar
que se enconiraba impregnada en la tarjeta
FTA, de la cual se obtuvieron discos de 2
mm de didmetro a los que le denominamos
“punch”; el carril 1, corresponde al
marcador de tamafio molecular “ladder” de 1
Kb, los carriles 2, 3 y 4 contiene el ADN
molde en los “punch”, con uno, dos y tres
“punch” respectivamente, muestra los
productos de la amplificacién en bandas
definidas  directamente relacionado al
nimero de “punch”, revelando que para el
XL- PCR es necesario incorporar al tubo del
“mix” tres punch por paciente, puesto que el
producto amplificado es bastante grande de
aproximadamente 2 900 pb. El carril 5 no
manifiesta ningtin producto de la reaccion,
es el “blanco” sin “ADN molde”, solo
contiene el “mix” indicindonos que no hay
contaminacién ni reacciones cruzadas; el
carril 6 muestra una banda definida de 2 900
pb, es el “control” que se amplificé con
ADN molde extraido de linfocitos humanos

mediante extraccion orgdnica; el carril 7
contiene solo el ADN genémico extraido de
linfocitos humanos.

Las figura 2, muestra los productos de la
amplificacién de 2 900 pb del fragmento del
gen CYP2D6 de cinco pacientes del total de
20 pacientes que contiene el presente
trabajo, mediante XL-PCR con tres “punch”
de tarjeta FTA conteniendo ADN de sangre
capilar por cada paciente, corrido en
electroforesis con gel de agarosa al 1,5%.
Los resultados revelan que el fragmento del
gen CYP2D6 ha sido amplificado en la
totalidad de los pacientes que ingresaron en
estudio, que nos permitird continuar con la
siguiente etapa de PCR anidado, puesto que
éste producto (amplicén) sera utilizado
como ADN molde.

La figura 3 revela los productos de
amplificacion de PCR anidado para la
deteccion de los alelos CYP2D6*4 vy
CYP2D6*6, con diferentes voliimenes del
producto XL — PCR (amplicén) como ADN
molde, en gel de agarosa al 3,0%; como se
puede apreciar las bandas del producto del
PCR anidado, son mas intensas con 10pL de
ADN molde (carril 3) que con 5uL del carril
2, correlacionando con el ladder del carril 1
y contrastando con el “blanco” del carril 4;
por tanto resulta una mejor reaccién, cuando
se procesa con el volumen de 10pL. de ADN
molde (amplicon).

Las figuras 4 muestra los productos de la
amplificaciéon de 353 pb del fragmento del
gen CYP2D6 de los 7 pacientes, mediante
PCR anidado para la deteccion de los alelos
CYP2D6*1 (silvestre) y alelos mutantes
CYP2D6*4 y CYP2D6*6, en gel de agarosa
al 3,0%, utilizando como ADN molde el
amplicon del XL-PCR del gen CYP2D6; Los
resultados se obtuvo en la totalidad de
pacientes (20), reflejando que todos los
pacientes en estudio muestran al menos un
alelo silvestre y/o heterocigoto, que
corresponde a: silvestre/silvestre,
silvestre/*4 y silvestre/*6.

La figura 5, representa los productos de
amplificacion de 553 pb y 480 pb, del
fragmento del gen CYP2D6 de siete
pacientes, mediante PCR tetraprimer para la
deteccion del alelo CYP2D6*3, con ftres
“punch” de tarjeta FTA conteniendo ADN
de sangre capilar, corrido en electroforesis
con gel de agarosa al 3,0%. Los carriles 3, 4
y 5 comresponde a los pacientes que
presentan un alelo silvestre y otro mutante
*3, constituyendo personas heterocigotas
para el gen CYP2D6, los carriles 2, 6, 7y 8



son pacientes que no presentan alelos
mutantes *3, el carril 1 es del Jadder y el
carril 9 del blanco.

Los 17 pacientes restantes no muestran los
productos de amplificacion de 553 pb y 480
pb, del fragmento del gen CYP2D6;
mediante PCR tetraprimer para la deteccion
del alelo CYP2D6*3, con tres “punch” de
tarjeta FTA conteniendo ADN de sangre
capilar, corrido en electroforesis con gel de
agarosa al 3,0%.

Se concluye que el perfil genético molecular
del citocromo CYP2D6 de los 20 pacientes
en estudio, corresponde a las siguientes
variantes alélicas: 17 pacientes *1/*1 6
*1/*%4 6 *1/*6 y tres pacientes con *1/*3; es
decir todos presentan genotipos
heterocigotos, por tanto todos tienen al
menos un alelo *1 silvestre, cuyo fenotipo
corresponde’ 'a la actividad enzimética
normal.
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