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INTRODUCCION:

Las diferencias en el metabolismo de drogas pueden conducir a severa toxicidad o falla terapéutica. El citocromo P450 2D6 (CY P2D6) in-
terviene en el metabolismo de alrededor del 20% de las drogas actualmente prescriptas. El gen CYP2D6 es extremadamente polimérfico y
abarca nueve exones y ocho intrones formando parte del cluster CYP2D en el cromosoma 22 junto con dos pseudogenes CYP2D7 y
CYP2D8. Los polimorfismos en el gen CYP2D6 dan lugar a distintos fenotipos: los metabolizadores rapidos (normales) poseen 2 alelos
con funcién normal, los metabolizadores intermedios poseen una copia del gen activo y una copia de un alelo no funcional o con actividad
enzimdtica reducida, mientras que los metabolizadores lentos poseen ambos alelos no funcionales. Los metabolizadores ultrarrdpidos
tienen muiltiples copias de alelos funcionales. Existen mds de 150 alelos del gen CYP2D6 cuyas frecuencias varian en funcion de la raza y
la etnicidad. La determinacion de las frecuencias alélicas en poblaciones especiticas es de suma importancia para la aplicacion en el ambito
clinico

OBIJETIVO:

Desarrollar un método de genotipificacion del gen CYP2D6 con el fin de identificar los alelos presentes en la poblacion argentina.
MATERIALES Y METODOS:
MUESTRAS: muestras de DNA almacenadas en el Laboratorio CIBIC en forma andnima no ligada ni rastreable. Para la validacion
del ensayo de deteccion de deleciones y duplicaciones génicas se utilizaron muestras de genotipo conocido (CYP2D6%4/%2x2,
CYP2D6#*5/%2x2, CYP2D6*5/%5, CYP2D6%1/*5) cedidas por la Dra. Kathrin Klein, Universdad de Tuebingen, Alemania.
EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS: FI ADN gendmico se extrajo mediante el kit Master Pure DNA purification kit
(EPICENTRE Biotechnologies) segiin las recomendaciones del fabricante.
PCR Y SECUENCIACION: Se desarrollé una estrategia metodoldgica en dos etapas. La primera etapa consistié en PCRs de larga distancia
para la evaluacion de deleciones y duplicaciones génicas y la amplificacion del gen completo CYP2D6 del cluster génico CYPD2, evitando la conta-
minacion con los dos seudogenes altamente homologos. En la segunda etapa. los individuos con una o mds copias de CYP2D6 fueron genotipificados

por secuenciacién. Cada exon fue amplificado en una segunda ronda de PCR y secuenciado utilizando los mismos oligonucledtidos cebadores.
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GENOTIPIFICACION: A la fecha se genotipificaron un total de 17 muestras provenientes de sujetos argentinos no identificados.

Se identificaron 26 variantes de un tnico nucledtido, todas previamente descriptas; y duplicacion o multiplicacién génica (CYP2D6*1xN) en 2/34
alelos. Las variantes deletéreas 100C>T, 1846G>A y 2988G>A fueron halladas en 10/34, 10/34 y 2/34 alelos, respectivamente. Los alelos caracteriza-
dos hasta el momento derivan de 5 alelos principales, el alelo wild type CYP2D6*1, los alelos funcionales CYP2D6%2 y CYP2D6%35, el alelo no funcio-
nal CYP2D6*4 y el alelo con actividad reducida CYP2D6%41 con una frecuencia de 16/34,4/34, 2/34, 10/34 y 2/34, respectivamente. No se hallaron de-
leciones del gen CYP2D6.
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8/ LUSION:

Se desarrollé y optimizo un método confiable y robusto de genotipificacién del gen CYP2D6 por PCR de larga distancia y secuenciacién. Dada la
emergente prictica de la medicina personalizada, su aplicacién permitird identificar cudles son los alelos mds frecuentes en nuestra poblacién con el
fin de evaluar el desarrollo de un test de screening rapido y costo-efectivo de los principales alelos de CYP2D6 asociados con actividad reducida o

inactivos.



