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Introduccion

1.1 Farmacogendmica y farmacogenética

El tratamiento farmacoldgico esta condicionado por la existencia de variabilidad interindividual, y
con menor frecuencia intraindividual, en la respuesta a farmacos. Las diferencias pueden deberse a
diversos factores asociados al propio curso de la enfermedad (patogénesis o severidad), a
interacciones con otros tratamientos o a aquellos relacionados con el propio individuo, entre los
que se incluye la predisposicion genética (1,2). Esta variabilidad de respuesta es una de las causas
por las que pueden aparecer las reacciones adversas a medicamentos (RAM), uno de los motivos
mas importantes de morbimortalidad y aumento del coste de los tratamientos (3). Se estima que
las RAM aparecen en el 10-20% de los pacientes hospitalizados, ademds son responsables del 5-10%
de los ingresos y del 7% de pacientes hospitalizados fallecidos, siendo la quinta causa de

fallecimiento hospitalario segtin la Comision Europea (3).

No obstante, si bien la adherencia al tratamiento, las interacciones medicamentosas y los factores
fisiolégicos y ambientales condicionan en gran medida la respuesta a los tratamientos
farmacoldgicos, la genética es un factor adicional que debe considerarse (4). Asi, la presencia de
variantes genéticas debe tenerse en cuenta no solo en el momento de la prescripcion terapéutica,
sino también por parte de la industria farmacéutica. Tanto la Food and Drug Administration (FDA),
como la Agencia Europea del Medicamento (EMA) consideran el estudio de estas variantes
genéticas parte fundamental en el desarrollo y aprobacidn de un nuevo farmaco (4,5). De hecho, el
rapido avance de la tecnologia, asi como el estudio y la secuenciacién genética, permiten el
acercamiento a una medicina mas personalizada (6). Esta situacién, ademas, también favorece la
posibilidad de evitar el descarte de algunos farmacos en fases de ensayos si se identifican causas
genéticas que justifiquen la falta de respuesta o la aparicion de determinados efectos adversos a

dicho farmaco (4).

Por todo lo anterior, se han desarrollado dos disciplinas que se ocupan del estudio de la vinculacién
de los farmacos y la genética, la farmacogendmica y la farmacogenética. La farmacogendmica es la
ciencia que se encarga del estudio de las variaciones de las caracteristicas del ADN y del ARN
relacionadas con la respuesta a los farmacos, centrandose en la identificacion de polimorfismos
genéticos que puedan influenciar la farmacocinética y la farmacodindmica de un determinado
farmaco (6,7). Por su parte, la farmacogenética se encargaria de correlacionar dicha informacion

con la respuesta que tendra un individuo frente al tratamiento (8).

En el caso de la farmacocinética, que estudia los cambios en el tiempo de la concentracion del
farmaco en el organismo desde su administracion hasta el acceso a los lugares donde ha de actuar

o eliminarse, se presta particular atencién a los genes codificantes de las enzimas implicadas en el
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metabolismo de los farmacos y su transporte (4,9). Por otro lado, en la farmacodinamia, que estudia
los mecanismos de accidn de los fdrmacos, se evaltan las variantes genéticas de las diversas dianas
terapéuticas, especialmente los receptores (4,9,10). No obstante, es de destacar la particular
relevancia del andlisis de las variantes genéticas de genes que codifican las enzimas que participan
en el metabolismo de farmacos, puesto que se estima que entre el 20 y el 25% del total de los

farmacos estdn influenciados por sus polimorfismos (4).

1.2 Metabolismo de farmacos

El efecto terapéutico de un farmaco se alcanza cuando su concentracidn se encuentra dentro del
rango terapéutico, de forma que se llega a un intervalo de concentracion especifico en la biofase. Si
no se alcanza dicho intervalo, no se obtendrdn los efectos terapéuticos buscados, mientras que si
se supera la concentracion minima toxica pueden surgir los efectos no deseados, que pueden
acarrear gravedad (9). La concentracion de farmaco que alcanza la diana terapéutica viene
determinada por la biodisponibilidad, la cual a su vez depende de los procesos de absorcion,
distribucidn, metabolismo y excrecidn del farmaco, incluyendo esta ultima también, en ocasiones,
a los metabolitos activos del fadrmaco original, los cuales pueden tener a veces acciones

farmacoldgicas diferentes (10).

El metabolismo, por su parte, es un proceso por el cual los farmacos y otros tipos de xenobidticos
sufren una serie de transformaciones quimicas con el fin de transformarlos en metabolitos con
mayor hidrosolubilidad y facilitar su excrecién via renal o biliar (10-12). Las enzimas responsables
del metabolismo se expresan principalmente en el higado y, en menor medida, en rifidn, pulmédn,
intestino, glandulas suprarrenales y otros tejidos, siendo siempre sistemas enzimaticos que el
organismo utiliza en el metabolismo de compuestos endégenos. Unicamente una minoria de
xenobidticos evita este procesamiento, ya sea por falta de reactividad quimica o por su elevada
polaridad (9,10). Se trata de un proceso de gran relevancia puesto que la liposolubilidad de los
farmacos haria que permanecieran en el organismo un tiempo excesivo, lo cual podria dar lugar a

la aparicion de toxicidad (12).

Aunque las reacciones metabdlicas presentan una importante variabilidad, pueden clasificarse de

manera general en dos fases:

e Fase l: reacciones de oxidacidn, reduccion e hidrdlisis, las cuales generan grupos polares que
aumentan la hidrosolubilidad del compuesto original (5,10).
e Fase Il: reacciones de conjugacion de los grupos polares preexistentes u obtenidos por la

fase | con moléculas enddgenas de elevada polaridad a través de enzimas transferasas. En
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ocasiones, los metabolitos obtenidos en la fase | no son lo suficientemente hidrosolubles y
estas reacciones permiten incrementar dicha hidrosolubilidad y facilitar su eliminacidn renal
(10,11).

Algunos autores proponen una tercera fase del metabolismo. Esta fase Il incluiria el transporte de
los farmacos dentro y fuera de las células a través de proteinas transmembrana, principalmente, los
ATP-binding cassette (ABC) y las Solute Carrier Transporter (SLC), que también influyen en la
biodisponibilidad (11). Sin entrar en discusion sobre si esa fase Il es metabolismo o pertenece al
proceso de eliminacién, lo que debe quedar claro es la existencia de otras proteinas que pueden

afectar en la concentracién del farmaco.

Ademas de estas fases, cabe mencionar la fraccién de extraccion hepatica a través del efecto de
primer paso o metabolismo presistémico, el cual supone una transformacién hepatica que sufren
algunos farmacos, en mayor o menor medida, tras su administracién por via oral al acceder

directamente al higado mediante el sistema porta (9,10).

1.2.1 Fase | del metabolismo

Dentro de los tres tipos de reacciones de la fase | de metabolismo, la oxidacién metabdlica es la
forma principal de biotransformacion de los fdrmacos en el organismo. La oxidacién puede dividirse
en dos tipos segun el tipo de enzimas implicadas, las oxidaciones microsomales, ligadas a la
superfamilia enzimatica del citocromo P4so (CYP450), y las no microsomales, catabolizadas por el
resto de sistemas enzimaticos, como la alcohol deshidrogenasa o la monoamino oxidasa (MAQ) (10).

Debido a su importancia, son destacables oxidaciones microsomales.

Las oxidaciones microsomales estan catalizadas por sistemas enzimaticos formados por una
flavoproteina que tiene como cofactor el CYP450 (NADPH-citocromo Paso reductasa), que contiene
un atomo de hierro en un sistema porfirinico (Figura 1) (10). En humanos, estas enzimas se
encuentran en diferentes tejidos, pero aquellas implicadas en la eliminacidn de farmacos se
localizan principalmente en el higado y el intestino delgado (11). Se trata de oxidasas de funcidn
mixta ligadas a la membrana del reticulo endoplasmatico liso y a la mitocondria de las células
hepaticas, del epitelio del intestino delgado y, en menor medida, del tibulo proximal del rifidn,
entre otras localizaciones (10,11). Aunque son capaces de catalizar diferentes reacciones, como la
desalquilacion o la desaminacion, la oxidacion es la principal (11). Estas enzimas introducen un
grupo hidroxilo sobre las posiciones mas susceptibles de oxidacion o aquellas capaces de estabilizar

un radical intermedio. Los sistemas aromaticos son especialmente reactivos (10).
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S-CH, (Cys)citocromoPuso

Figura 1. Sistema porfirinico del citocromo Paso. Adaptado de Delgado et al. (10)

Durante la oxidacién, el hierro en estado férrico se reduce a estado ferroso y la NADPH-citocromo
P4so reductasa actia como transportador de electrones del NADPH al CYP450. Ademas, el sistema
enzimatico contiene un derivado de la fosfatidilcolina que facilita la transferencia de electrones de
la flavoproteina al CYP450. Todo el proceso para un farmaco, RH, se resume del siguiente modo:
RH+0; + NADPH + H*> ROH + H,0 +NADP* (10,11) y de forma mds detallada en la Figura 2:

ROH‘\

'4 ¢

RH

oA C NADPH
CYP450
reductasa NADP+

‘-

RH

\®

RH

Created in BioRender.com bio

Figura 2. Ruta de oxidacion a través de CYP450. Creado a través de Biorender.com
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Existen varios tipos de reacciones catalizadas por estos sistemas enzimaticos que, a su vez, pueden

clasificarse de la siguiente manera (10):

Hidroxilacion aromatica: se introduce un grupo hidroxilo en la posicién con menor
impedimento estérico de un anillo aromatico. La presencia de sustituyentes dadores de
electrones facilita la oxidacién y puede influir también sobre la posicién que se hidroxilara.
Oxidaciones alilicas, bencilicas y propargilicas: son oxidaciones que transcurren a través de
intermedios radicalarios que se ven estabilizados por estas posiciones. Posteriormente,
pueden experimentar una nueva oxidacién no microsomal.

Oxidacidn de alquenos: mediante la formacidn de un epdxido que puede hidrolizarse o sufrir
una transposicion, aunque también puede producirse su apertura, incluso por el grupo
hemo del CYP450, dando lugar a productos toxicos.

Oxidacidn de alquinos: los alquinos terminales dan lugar a oxirenos que evolucionan hacia
su acido carboxilico.

Oxidaciones en la posicién terminal o subterminal de cadenas hidrocarbonadas: son
posiciones de escasa reactividad por lo que son menos frecuentes.

Desalquilacion de aminas, éteresy tioéteres: mediante hidroxilacion del carbono a respecto
al heteroatomo y posterior hidrdlisis.

Oxidaciones de aminos y derivados de azufre.

Deshalogenacién de hidrocarburos halogenados.

1.2.2 Fase Il del metabolismo

Algunos de los metabolitos resultantes de la fase | requieren de mayores transformaciones antes de

poder ser eliminados a través de la orina o la bilis, de ahi la necesidad de las reacciones de la fase Il,

las cuales también se conocen como conjugaciones. Ademas, existen farmacos que no sufren fase |

del metabolismo y son metabolizados directamente a través de enzimas de la fase 1l (9,10).

Las reacciones de la fase Il median o catalizan la conjugacién de farmaco o de un metabolito

procedente de fase | a alguno de los siguientes sustratos endégenos (9—-11):

Acido glucurénido: es la via principal de la fase Il del metabolismo. En el organismo se
encuentra como uridina difosfato (UDP)-glucuronato, en la que el UDP actlia como grupo
saliente y los farmacos con grupos alcoholes, aminas y tioles dan lugar a acetales, aminales
y tioacetales que son sensibles al medio acido. En el caso de fdrmacos con grupos metileno

acidos se pueden formar C-glucurdénidos, estables tanto en medio acido como basico. La
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reaccion se lleva a cabo mediante ataque nucleofilico, en la que la enzima uridinadifosfato
glucuroniltransferasa (UGT) une el UDP al sustrato (10,11).

e Sulfatos: es una ruta minoritaria por la escasez de sulfato en el organismo. En este caso, el
grupo sulfato actia como grupo saliente del 5’-fosfoadenosilfosfosulfato y se transfiere a
fenoles y alcoholes a través de enzimas sulfotransferasas (10,11).

e Aminodcidos, principalmente glicina y también glutamina: las enzimas N-acetiltransferasas
son las responsables de la transferencia del grupo acido de un farmaco al grupo amino del
aminoacido. Esta reaccién requiere que el grupo acido del farmaco se encuentra activado
por la coenzima A (10).

e Glutatidn: al contrario que los sulfatos, constituye una de las principales vias de conjugacion
por su alta concentracién y juega un papel principal en la eliminacién de radicales libres. El
glutation cuenta con un grupo tiol que se une a haluros, epéxidos o dobles enlaces
activados. Las enzimas que catalizan esta reaccion son las glutation-S-transferasas (10,11).

e Acetil coenzima A: es la forma activada del acido acético y da lugar a las acetilaciones,
principal via de metabolizacién de los grupos amino. Las enzimas que catalizan estas
reacciones son las N-acetiltransferasas. En ocasiones, esta via da lugar moléculas mas
lipdfilas que sus predecesoras que pueden incluso ser mds téxicas que la molécula original
(10,112).

e Grupos metilo: las enzimas metiltransferasas, entre las que se incluyen la tiopurina-metil-
transferasa (TPMT) o la catecol-O-metiltransferasa (COMT), transfieren los grupos metilo
del cofactor S-adenosilmetionina a grupos alcohol o amino, principalmente, produciendo su

inactivacién o modulacién (9-11).

1.2.3 Consecuencias del metabolismo

Las vias de metabolizacion no son Unicas. Un mismo farmaco puede dar lugar a diferentes
metabolitos y su variedad y concentracion dependerd, entre otros factores, de las variaciones
genéticas de estas enzimas responsables del metabolismo (9,13). Ademas, si su polaridad no es
suficiente para ser eliminados rapidamente, los metabolitos resultantes de la fase | pueden

presentar también efectos bioldgicos, pudiendo aparecer cuatro tipos de situaciones (10):

e Desactivacion: frecuente en farmacos que requieren una elevada lipofilia para ejercer su
accion, como, por ejemplo, los barbituricos.

e Bioactivacion: el farmaco es inactivo y el metabolito resultante es el responsable del efecto
terapéutico, es lo que se conoce como profarmaco. Un ejemplo es la N-desalquilacién de la

imipramina a desipramina.
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e Cambio de actividad: la accion farmacoldgica del metabolito es diferente a la del farmaco
original, un ejemplo es la iproniazida, antidepresivo que requiere de hidrélisis metabdlica
para ejercer su accion como inhibidor de la MAO pero que mediante N-desalquilacion da
lugar a la isoniazida, con efecto tuberculostatico.

e Formacién de metabolitos téxicos: supone una de las consecuencias mas importantes del
metabolismo. En la mayoria de los casos se trata de procesos reversibles que desaparecen
al suspender el tratamiento, sin embargo, también hay situaciones en las que pueden llegar
a producir efectos a largo plazo como carcinogénesis o teratogenia si son capaces de dafiar
a moléculas enddégenas o unirse a ellas covalentemente. Un ejemplo es la formacién de
epoxidos a partir de hidrocarburos policiclicos aromdticos a través de oxidacién microsomal

por el CYP450.

1.3 Citocromo Paso: isoformas y polimorfismos

En mds del 90% de las reacciones enzimaticas que tienen lugar en el organismo CYP450 se encuentra
involucrado y, como ya se ha mencionado anteriormente, es también la enzima principal de las
reacciones metabdlicas que ocurren durante la fase | (12,14). La importancia de este citocromo
radica, no solo en la conversién de sustancias lipdfilas en hidréfilas para facilitar su eliminacion, sino
también en su papel en la actividad terapéutica, seguridad, biodisponibilidad y resistencia a

determinados tratamientos (12).

El sistema enzimatico CYP450 es en realidad una superfamilia de enzimas que recibe su nombre por
el pigmento P que contienen, el cual presenta un pico espectral a 450 nm al reducirse y unirse al
mondxido de carbono (14). Esta superfamilia, a su vez, se divide en 18 familias, 44 subfamilias y
enzimas especificas en funcion de la homologia de su secuencia de aminoacidos (15). Para su
identificacion, a cada familia se le asigna un nimero, por ejemplo CYP1 o CYP2, y a cada subfamilia
una letra mayuscula, por ejemplo CYP1A o CYP2C, los nimeros posteriores identifican las isoformas

o enzimas individuales, CYP1A1 o CYP2C19 (16).

En el genoma humano se han descrito 57 genes funcionales CYP y 58 pseudogenes, de los cuales,
tres familias principales, CYP1, CYP2 y CYP3, codifican doce enzimas responsables del metabolismo
de fase | de mas del 75% de los farmacos utilizados en la clinica (15,17,18). Por el contrario, los genes
de las familias de CYP4 a CYP51 estarian asociados con enzimas implicadas en el metabolismo de

sustancias enddgenas, como eicosanoides, acidos biliares, leucotrienos y esteroides (15,17).

Todas las proteinas codificadas por los genes CYP son hemoproteinas de 400-500 aminoacidos con
un Unico grupo hemo prostético en su sitio activo. A pesar de su gran diversidad, estas proteinas

comparten un 40% de homologia en su secuencia. Su estructura terciaria normalmente incluye 12
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hélices comunes y cuatro laminas B comunes. Sin embargo, la presencia de elementos estructurales
varia sustancialmente entre las diferentes enzimas, aunque los elementos estructurales mas

proximos al grupo hemo son los que se encuentran mas conservados (12).

Debido a la falta de funciones enddgenas esenciales de los productos codificados, lo que no ha
supuesto una limitacion evolutiva, y a la deriva genética, los genes que las codifican son altamente
polimérficos, con variantes de un Unico nucledtido y variaciones del nimero de copia, SNV y CNV
segln sus siglas en inglés respectivamente (18). Aunque la frecuencia de la mayoria de estos
polimorfismos son inferiores al 1%, las variantes genéticas presentan un importante papel en los
cambio de actividad de estas enzimas, particularmente en la familia CYP2, en la que destacan
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19y CYP2D6 (4,17-19).

1.3.1 Nomenclatura de las variantes de CYP450

Uno de los problemas a los que se ha enfrentado la ciencia es la identificacion de las variantes del
genoma de un individuo. Por ello, actualmente todas las variantes genéticas detectadas a lo largo
de todo el genoma humano, incluidas las de los genes CYP, se identifiquen segln su posicién dentro
del genoma y se nombran segun las normas de nomenclatura de la Human Genome Variation
Society. Se trata de un sistema que estandariza la nomenclatura y, ademas, a los SNV y a las
inserciones o deleciones inferiores a 50 pb se les asigna un nimero rs cuando se repiten en multiples
genomas (18). Asimismo, con el objetivo de facilitar la publicacion de investigaciones relacionadas
con los genes codificantes de la enzima CYP2D6 en un principio, aunque posteriormente se
incluyeron todos los genes CYP, se cred un comité en 1999 que se encargaria de crear una
nomenclatura estandarizada de las variantes identificadas de los genes codificantes del CYP450, lo
que daria lugar a la creacion del sitio web Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature (CYP-allele)
en 2002 (18,20,21). Esta web proporciond informacidén rapida y accesible de las variantes
identificadas de los genes codificantes de CYP450, asi como un resumen de sus alelos y los efectos
asociados a los mismos hasta 2017, momento en el que toda su informacién se trasladd a una nueva
base de datos, la Pharmacogene Variation Consortium (PharmVar), la cual incluye también
informacidn sobre otros genes implicados en la respuesta a los tratamientos, como son DPYD o

SLCO1B1 (21).

El sistema que cred este comité, y que estd en constante actualizacion, es el conocido como sistema
star-allele. Segun este sistema, los cambios en los genes CYP que implican al menos una variacion
funcional se identifican un una estrella (*) y un nimero (20). El cédigo *1 es asignado a la variante
funcional mas frecuente o de referencia en la subpoblacidn en la que se estudié el gen, mientras

que el resto de variantes se numeran segun se identifican posteriormente. Esto implica que, si con



Introduccion

el tiempo se identifican alelos funcionales en otras poblaciones con mayores frecuencias, el alelo *1
no se corresponderia con el mas frecuente o con el de referencia (22). Adicionalmente, pueden
existir haplotipos que contengan mas de una variante. Histéricamente, el cddigo numérico se
asignaba a una de ellas, la que presenta consecuencias mas graves, y los haplotipos se identificaban
con letras que se ubicaban tras el nimero, asi, por ejemplo, en el caso de CYP2C19*2, todos los
subtipos, CYP2C19*2A-J debian de contener la variante de splicing c.681G>A para ser denominados
de este modo. Sin embargo, actualmente estas variantes no se consideran independientes y

Unicamente se catalogan como CYP2C19*2 (20,23).

1.3.2 Prediccién del fenotipo

Las enzimas pertenecientes a la superfamilia CYP450 son de los catalizadores con mayor diversidad
conocidos en la bioquimica actualmente. Su expresién y funcionabilidad se ve influenciada por
factores medioambientales, como la edad, el sexo, el estado nutricional o fisiopatoldgico, la
exposicién a un fdrmaco determinado previamente o el consumo de tabaco o alcohol, asi como por

la presencia de variantes genéticas y epigenéticas (12).

Teniendo en cuenta dichos factores, y que los polimorfismos genéticos tienen un importante papel
en los cambios de actividad de las enzimas, se pueden inferir cuatro fenotipos principales en funcién
del nimero de copias activas de los genes codificantes de las enzimas del CYP450 y de su

funcionalidad (4,12,24):

e Metabolizadores rapidos y ultrarrapidos (MR y MU, respectivamente): poseen copias del
gen con mayor actividad o mas de dos copias activas.

e Metabolizadores normales (MN): poseen dos copias funcionales del gen.

e Metabolizadores intermedios (Ml): poseen una copia funcional del gen y una defectuosa o
dos copias parcialmente activas

e Metabolizadores lentos ML): poseen una enzima no funcional por ausencia de las copias del

gen o por no poseer éstas actividad.

En cualquier caso, muchas de estas enzimas pueden sufrir procesos de induccién y/o inhibicion
enzimatica, de manera que su presencia puede hacer que el fenotipo predicho por el genotipo no

se corresponda con el fenotipo observado, lo que se conoce como fenoconversion (19).

El genotipado permite clasificar a los pacientes en funcion de sus polimorfismos, pero su relevancia
clinica dependerd de si éste esta relacionado con una via metabdlica principal o secundaria del
farmaco (15). De hecho, la importancia de los polimorfismos de CYP450 es tal, que la FDA incluye

informacidn relativa a ellos en el etiquetado de 112 farmacos, 70 para CYP2D6, 22 para CYP2(C19,



Introduccion

15 para CYP2C9, 3 para CYP2B6, 1 para CYP1IA2 y 1 para CYP3A5 (25). En este estudio nos

centraremos Unicamente en la enzima CYP2C19 y su gen codificante.

1.3.3 CYP2C19

La enzima CYP2C19 (Figura 3), junto con las enzimas CYP2C8, CYP2C9 y CYP2C18 forma la subfamilia
CYP2C (17,26). Presenta localizacion principalmente hepatica, aunque su expresion en dicho tejido
es inferior ala de CYP2C9 y CYP2C8 (17). En cuanto a sus funciones, es responsable del metabolismo
de moléculas enddgenas, como la melatonina y la progesterona, pero también de un 10% de los
farmacos de uso clinico frecuente, entre los que se incluyen el clopidogrel, inhibidores de la bomba

de protones (IBP), antidepresivos, y benzodiacepinas (15,17,23,26).

Figura 3. Estructura de CYP2C19 en humanos (27)

Durante el desarrollo ontogénico, se ha observado que CYP2C19 se expresa de forma temprana, a
las 8 semanas de gestacion, y su actividad enzimatica ya equivale el 12-15% de la que presenta el
adulto. Sin embargo, esta actividad se mantiene estable durante el periodo prenatal y, tras el
nacimiento, incrementa de forma lineal hasta los 5 meses, momento a partir del cual aumenta, con
gran variabilidad interindividual, hasta los 10 afios. A partir de esta edad, 10 afios, los incrementos

de actividad son modestos hasta alcanzar los valores finales adultos (28).

Esta enzima se encuentra codificada por el gen del mismo nombre, el cual se localiza en el brazo
largo del cromosoma 10 (10924.1-10g24.3), en una regién que también contiene los genes
codificantes de las enzimas CYP2C8, CYP2C9 y CYP2C18, los cuales son altamente homodlogos
(17,23,26). Cuenta con una secuencia de 93,9 kb y esta formado por nueve exones, que codifican

una proteina de 490 aminoacidos, y se caracterizo por primera vez en 1991 (23,26).

12
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CYP2C19 es un gen muy polimdrfico, con mas de 2000 variantes descritas, la mayoria intrénicas y
una minoria en regiones codificantes, y 37 variantes alélicas descritas de acuerdo con el sistema star
allele (23,29). La primera de estas variantes se describid en el afio 1991, se trata de CYP2C19*2
(C.681G>A; p.P227P; rs4244285), la cual se relacioné con una menor capacidad de metabolizacidn
al generar un sitio de splicing aberrante que altera el marco de lectura del ARN mensajero,
generando un coddén de parada prematuro y, por tanto, a una proteina truncada no funcional
(23,29,30). Tras ella, se describieron otras variantes no funcionales de esta enzima, pero el siguiente
gran hito ocurrié en 2006 con la identificacion de una nueva variante, CYP2C19*17 (c.-806C>T;
rs12248560), la cual se asocidé con una mayor actividad enzimatica, debido a la creacién de un lugar
de unidén para los factores de transmisidon GATA, lo cual incrementa su transcripcion (23,30,31). A
la hora de nombrar las variantes, es importante tener en cuenta que actualmente, de acuerdo con
el genoma de referencia mas reciente (GRCh38), la secuencia de referencia del gen CYP2C19 se
corresponde con el alelo CYP2C19*38,y no CYP2C19%*1, a diferencia de la versién anterior (GRCh37),
para la que el alelo de referencia si que era CYP2C19%*1. De esta forma, y de acuerdo a la ultima
version, el alelo CYP2C19*1 contiene el siguiente cambio en la secuencia:

g.80161A>G (rs3758581, 1331V) (32,33).

A dia de hoy, los polimorfismos de CYP2C19 se encuentran descritos en la base de datos PharmVar

y se clasifican de la siguiente forma (32):

e Alelos de funcion normal: CYP2C19%*1, *11, *13, *15, *18, *28, *38

e Alelos de funcion reducida: CYP2C19*9, *10, *16, *19, *25, *26

e Alelos de pérdida completa de la funcion: CYP2C19*2-*8, *22, *24, *35, *36, *37

e Alelos de funcidn aumentada: CYP2C19*17.

e Alelos de funcion incierta: CYP2C19%*12, *14, *23, *27, *29, *30, *31, *32, *33, *34
e Alelo sin clasificar: CYP2C19*39

Recientemente se ha descrito un nuevo haplotipo, CYP2C:TG (rs2860840 y rs11188059), que se
localiza en el gen CYP2C18, en una region aproximadamente 25 kb upstream de CYP2C19. Este
haplotipo se ha asociado con un incremento de actividad de la enzima CYP2C19, sin embargo no
cuenta con estudios suficientes y, por lo tanto, todavia no existen recomendaciones basadas en su

presencia o ausencia (19).

Teniendo en cuenta las variantes descritas previamente, el Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) propone una interpretacion de los resultados genéticos que

orientan hacia un posible fenotipo (Tabla 1) (24).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs3758581
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Aungue todavia no hay mucha informacidn al respecto, si que parece que la presencia de un alelo
de funcidén aumentada no seria suficiente para compensar la presencia de un alelo de pérdida
completa de funcién, de ahi que estos individuos se clasifiquen como MI (24). Es por esta misma
razon que el Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) no diferencia entre MR y MN (34).
Tampoco existe informacién suficiente sobre los alelos de funcién reducida, por lo que actualmente
se clasifican como probablemente metabolizadores intermedios si este alelo estd en combinacion
con alelos de funcidon normal o aumentada, y como probablemente lentos si aparece con alelos de
pérdida completa de funcidon. Del mismo modo, no existen datos suficientes para realizar una

interpretacién adecuada respecto a los alelos de funcion no determinada (24).

Tabla 1. Interpretacion de los genotipos de CYP2C19 (24)

Fenotipo probable Genotipos Ejemplos

Metabolizador

o Dos alelos de funciéon aumentada *17/*%17
ultrarrapido (MU)

Metabolizador rdpido | Un alelo de funcién normal y un alelo de funcién

*1/*17

(MR) aumentada /
Metabolizador normal

Dos alelos de funcién normal *1/*1
(MN)
Metabolizador Un alelo de funcién normal y un alelo de funcién

| Y *1/*9, ¥9/*17,
probablemente reducida, o un alelo de funcién aumentada y un alelo *9/*9
intermedio de funcién reducida, o dos alelos de funcién reducida
) Un alelo de funcién normal y un alelo de pérdida de *1/*2, *1/*3,

Metabolizador

] ] funcién o un alelo de funcidon aumentaday un alelode *2/*17,
intermedio (M) o .,
pérdida completa de funcidn *3/*17

Metabolizador Un alelo de funcién reducida y un alelo de pérdida
., *2/*9, *3/*9
probablemente lento completa de funcidn

Metabolizador lento *2/%2, *3/*3,
Dos alelos de pérdida completa de funcidn / /
(ML) *2/*3

*1/12, *2/*12,

Indeterminado Uno o dos alelos de funcidén incierta
*12/*14

La frecuencia de los diferentes alelos varia segun las poblaciones. Asi, la variante alélica CYP2C19*2

(c.681G>A; rs4244285), principal alelo de pérdida completa de funcidon, presenta frecuencias que
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varian desde el 10% en descendientes de poblacién latina hasta el 60% en Oceania, pasando por el
15% aproximadamente en africanos y caucasicos y el 20-30% en asiaticos (29,35). El resto de alelos
de funcién reducida o de pérdida completa de funcidn, presentan frecuencias inferiores al 1%, con
la excepcidon de CYP2C19%*3 (c.636G>A; p.W212*; rs4986893) en asiaticos (2-7%) y oceanicos (15%),
esta variante genera un coddn de parada y da lugar a una proteina truncada (30,35,36). Estos dos
alelos, CYP2C19*2 y CYP2C19*3 representan el 99% de los alelos de pérdida completa de funcién
detectados en poblaciones multiétnicas y son, a su vez, los mas estudiados (29). Respecto al alelo
de funcién aumentada CYP2C19*17 (c.-806C>T; rs12248560), es mas prevalente en caucasicos (16-
21%) y africanos (16%) que en asiaticos (3-6%) (15,36). En la Tabla 2 se encuentran resumidas las

frecuencias de estos tres polimorfismos.

Tabla 2. Frecuencia de los principales alelos de CYP2C19 en diferentes subpoblaciones (37)

Alelos Africanos®  Americanos® Este de Asia“ Europeos®  Sur de Asia®
*2 (rs4244285) 0,170 0,105 0,312 0,145 0,358
*3 (rs4986893) 0,002 0,000 0,056 0,000 0,012
*17 (rs12248560) 0,235 0,120 0,015 0,224 0,136

2Incluye poblaciones de Barbados, Estados Unidos, Nigeria, Gambia, Kenia, Sierra Leona y Nigeria.

bIncluye poblaciones de Colombia, Estados Unidos, Peru y Puerto Rico.

¢Incluye poblaciones de China, Japon y Vietnam.

dIncluye poblaciones de Estados Unidos, Finlandia, Reino Unido, Espafia e Italia.

eIncluye poblaciones de Bangladesh, Estados Unidos, Reino Unido y Pakistan.

En cuanto a su utilidad clinica, el CPIC incluye actualmente cinco guias clinicas respecto a la
utilizacion e interpretacion de test genéticos de CYP2C19. Dos de estas guias facilitan informacion
referente a los farmacos inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) y
antidepresivos triciclicos (AT) teniendo en cuenta también las variantes del gen CYP2D6. Las otras
tres guias aportan informacion para el clopidogrel, los IBP y el voriconazol (38). También otras
sociedades cientificas como el DPWG o la French National Nextwork of Pharmacogenetics (RNPGXx)
cuentan con guias clinicas y recomendaciones propias para algunos de estos farmacos (39-41). Es
importante también sefialar, que las diferencias de nomenclatura entre MR o MN, no afectan a las
recomendaciones de estas sociedades (34). A continuacidn, se explicaran las recomendaciones

recogidas en cada una de ellas, asi como el nivel de evidencia que presentan.
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1.3.3.1 Clopidogrel

El farmaco clopidogrel pertenece al grupo de antiagregantes plaquetarios tienopiridinas. Este
farmaco provoca un antagonismo no competitivo y selectivo de la agregacidon plaquetaria
dependiente del ADP. Actla bloqueando receptores P2Y12 del ADP en la membrana de las
plaguetas, y con ello impide la fijacidn del fibrindgeno en el complejo GPllb/llla y en la membrana
de las plaquetas. Ademds, suprime la acciéon inhibidora del ADP sobre la accidn antiagregante del
AMPc (9). Una de sus indicaciones es tras la intervencidon percutdnea coronaria y también en
paciente con sindromes cardiacos agudos, o que han sufrido un infarto agudo de miocardio o un
infarto cerebral recientemente, con el objetivo de prevenir la aparicién de eventos
aterotrombdticos (24,42). La adecuacion de su posologia es especialmente importante puesto que
un fracaso terapéutico supone el riesgo de aparicion de eventos cardio o cerebrovasculares,
mientras que, por el contrario, entre sus efectos adversos en casos de toxicidad figura el sangrado
(23,24). El clopidogrel es un profarmaco y para su transformacion en su metabolito activo, el 2-oxo-
clopidogrel requiere de dos pasos de transformacion oxidativa en las que la principal enzima que
interviene es CYP2C19, la cual contribuye al 45% de la primera reaccién y al 21% de la segunda, de
ahi la importancia de los polimorfismos de su gen codificante, puesto que en pacientes ML se ve
disminuida la produccidon de metabolito activo y, por el contrario, en MR o MU la produccion de este

metabolito se veria incrementada (24,29).

Existen otros farmacos del mismo grupo que comparten el mecanismo de accién antiagregante de
clopidogrel. Uno de ellos es la ticoplidina, desplazada en su utilizacidn por clopidogrel debido a sus
efectos adversos hematoldgicos graves, y otros farmacos de desarrollo mas reciente, como son el
prasugrel y el ticagrelor, que no son metabolizados via CYP2C19. Sin embargo, clopidogrel continua
siendo el farmaco mas prescrito, especialmente en paises como Estados Unidos, donde presenta un

precio muy inferior (29).

En la actualidad, ademas del CPIC, otras sociedades cientificas como el DPWG y la RNPGx
recomiendan considerar un tratamiento alternativo en pacientes clasificados como ML e Ml por el
riesgo de fracaso terapéutico y sus graves consecuencias (24,40,43). Sin embargo, estas guias
presentan diferencias entre ellas, principalmente a nivel de indicacidn. Asi, el CPIC indica que sus
recomendaciones presentan el mayor nivel de evidencia Unicamente en situaciones de sindrome
coronario agudo o intervencidon coronaria percutanea. Para otras indicaciones no hay
recomendaciones para Ml y el nivel de evidencia para ML es moderado (24). De forma similar, el
DPWG también limita las indicaciones a las que aplicar sus recomendaciones. En su caso, estas
indicaciones también son la intervencion coronaria percutanea, el infarto y el ataque isquémico

transitorio. Adicionalmente proponen en Ml doblar la dosis diaria estandar si se prefiere a utilizar
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una alternativa (39). Por el contrario, la RNPGx es la Unica sociedad que incluye todas las
indicaciones del clopidogrel en sus recomendaciones, aunque si sefiala que el mayor nivel de

evidencia es en la angioplastia coronaria con stent (40).

Por ultimo, resaltar que las variantes genéticas no son las Unicas responsables de una disminucidn
de la actividad enzimatica de CYP2C19. Otros fdrmacos como los IBP, los cuales se trataran en el
siguiente apartado, especialmente, el omeprazol, son capaces de inhibir la isoenzima CYP2C19 vy,
por tanto, como precaucidn, la AEMPS desaconseja el uso concomitante de clopidogrel con

inhibidores de la enzima, para evitar un fracaso terapéutico (42).

1.3.3.2 Inhibidores de la bomba de protones

Otra familia de farmacos metabolizada principalmente por la enzima CYP2C19 son los inhibidores
de la bomba de protones (IBP), cuyo mecanismo de accion consiste en la inhibicion irreversible de
la bomba de protones (ATPasa-H*/K*) produciendo una disminucién de la secrecién de acido
gastrico. En esta familia se incluyen los siguientes farmacos: omeprazol, lansoprazol y pantoprazol,
de primera generacién, y esomeprazol, rabeprazol y dexlansoprazol, de segunda generacién.
Pueden utilizarse en diversas indicaciones, siendo algunas de ellas el reflujo gastroesofagico, la

Ulcera gastrica o duodenal o la infeccidn por Helicobacter pylori (35).

El CPIC incluye en sus guias recomendaciones para los IBP de primera generacidn con una evidencia
considerada como suficiente, mientras que, en el caso de los IBP de segunda generacion,
Unicamente recogen recomendaciones para dexlansoprazol. Asi, el grado de estas recomendaciones
es moderado para ML, metabolizadores probablemente lentos, MN y MR en tratamiento con IBP de
primera generacidén, mientras que en el resto de estados metabolizadores, y también en todos los
casos en relaciéon con dexlansoprazol, la recomendacién es opcional (35). Por su parte el DPWG
también incluye recomendaciones para los IBP de primera generacion, pero solo para MU. En el
resto de supuestos, el balance beneficio riesgo no es suficiente para justificar una adaptacion

posoldgica (39).

En cualquier caso, aunque existen discrepancias en las recomendaciones de CPIC y DPWG, ambas
recomiendan un incremento de la dosis para MU por la posibilidad de fracaso terapéutico. No
obstante, este incremento de dosis es del doble en el caso del CPIC para todas las indicaciones y del
triple el DPWG en el tratamiento por Helicobacter pyloriy en otras indicaciones Unicamente si existe
ineficacia. Adicionalmente, el CPIC incluye también en su recomendacién la posibilidad de dividir la
dosis diaria en varias subdosis y la necesidad de monitorizar la terapia, mientras que el DPWG
recomienda la colaboracién del paciente para indicar a su médico tratante si persiste la

sintomatologia (35,39). Para el resto de metabolizadores, el CPIC recomiendan comenzar con la
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dosis estandar en todos los casos y considerar un incremento del 50-100% en MR y MN si la
indicacion es por infeccion por Helicobacter pylori o esofagitis erosiva. En el resto de
metabolizadores (intermedios, probablemente intermedios y lentos) recomiendan reducir la dosis
un 50% en pacientes crénicos siempre y cuando se alcance una eficacia demostrada. En todos los

casos es necesario monitorizar la terapia (35).

1.3.3.3 Voriconazol

El voriconazol pertenece al grupo de farmacos antiflingicos triazdlicos que, a través de su
mecanismo de accidn, provocan la inhibicidn de la lanosterol 14-a desmetilasa del CYP450 fungico,
esencial para la sintesis del ergosterol (9,44). En su metabolismo participa de forma destacada la
isoenzima CYP2C19, aunque también, de forma minoritaria, las isoenzimas CYP2C9 y CY3A4 (45). En
cuanto a sus indicaciones, debido a que presenta un amplio espectro, se utiliza en el tratamiento de
infecciones producidas por hongos de las familias Aspergillus y Candida y, también, por hongos de

las especies, Scedosporium apiospermun 'y Fusarium spp (44,45).

La farmacocinética del voriconazol presenta gran variabilidad interindividual. Actualmente,
Unicamente el 49-60% de los pacientes en tratamiento con voriconazol alcanza los niveles
terapéuticos, de ahi la importancia de su monitorizacidn, tanto por la aparicién de efectos adversos
dosis-dependientes (hepatotoxicidad y desdrdenes neuroldgicos, como alteraciones y alucinaciones
visuales), como por la posibilidad de fracaso terapéutico (44,46). Entre las causas de esta
variabilidad interindividual se encuentran la edad, con importantes diferencias entre adultos y
nifios, la funcién hepatica, la medicacién concomitante o la inflamacién, pero también los

polimorfismos del gen CYP2C19 (44).

El CPIC recoge en su guia para voriconazol una serie de recomendaciones para la adaptacién de dosis
en funcién del genotipo de CYP2C19 de los pacientes. Es importante resaltar que esta guia también
destaca que, aunque el conocimiento de estos genotipos puede ayudar a evitar concentraciones sub
o supraterapéuticas, para el ajuste posolégico se requiere tener en cuenta todos los factores clinicos
descritos previamente. Las recomendaciones recogidas en dicha guia cuentan con el grado de

moderadas y son los siguientes (44):

e MU y MR (adultos): existe riesgo de fracaso terapéutico, por lo que se recomienda elegir un
farmaco alternativo no metabolizado por CYP2C19.

e MR (menores de 18 afios): utilizar la dosis estandar, pero aumentar el nivel de
monitorizacion.

e  MI: utilizar la dosis estandar, pero aumentar el nivel de monitorizacién.
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e ML: existe riesgo de toxicidad, por lo que se recomienda elegir un farmaco alternativo no
metabolizado por CYP2C19. En caso de que el voriconazol se considere el farmaco de

eleccién, administrar a menores dosis y realizar monitorizaciéon exhaustiva.

Otras sociedades, como el DPWG cuentan con recomendaciones similares, indicando una reduccion
del 50% de la dosis en MLy de incremento de 1,5 veces en MU, asi como monitorizacion en ambos
casos y también en pacientes Ml (39). Por ultimo, también existen guias clinicas, como el consenso
en Australia y Nueva Zelanda con sus propias recomendaciones, entre las que se incluyen, genotipar
CYP2C19 en pacientes tratados con dosis subterapéuticas tras dos ajustes posoldgicos, o considerar
alternativas en pacientes MU, con niveles de recomendaciéon moderado y fuerte respectivamente
(46). También recogen la posibilidad de incrementar la dosis de voriconazol a 500-600 mg/12 horas
0 a 400-450 mg/12 horas si se administra junto a pantoprazol en pacientes MU o MR en tratamiento

por aspergilosis en adultos (dosis estandar oral 200-500 mg/12 horas) (44,46).

1.3.3.4 Antidepresivos

Los antidepresivos son farmacos utilizados en el tratamiento de desérdenes como la depresién, el
trastorno obsesivo compulsivo, la ansiedad o incluso en dolor neuropatico (41). Sin embargo, uno
de sus principales inconvenientes en la ausencia de respuesta en el 20-30% de los pacientes en
tratamiento, cifra que se eleva hasta el 50% en el caso del tratamiento inicial de la depresién mayor,
asi como la aparicién de diferentes efectos adversos que pueden ser de tipo anticolinérgico,

cardiaco o central (19,41).

El mecanismo de accién de estos farmacos establece su clasificacién, pero la mayoria de ellos
experimentan metabolismo primordialmente a través de tres enzimas pertenecientes a la familia
de CYP450, CYP2D6, CYP2C19 y CYP2B6. Por esta razdn, varias sociedades cientificas incluyen
recomendaciones de ajustes posolégicos basados en el genotipo con el objetivo de mejorar tanto la

respuesta terapéutica como disminuir los efectos adversos (19,39,41,47,48).

Es de destacar que la RNPGx recomienda el estudio de los principales polimorfismos de CYP2D6 y
CYP2C19 pretratamiento de forma general. De esta forma, sefiala la necesidad de utilizar
alternativas terapéuticas que no sean metabolizadas por estas enzimas en pacientes con déficit
completo de su actividad. En los pacientes con deficiencia parcial de las enzimas se sugiere la

reduccion del 25-50% de la dosis junto con monitorizacion (41).

Por su parte, tanto el CPIC como el DPWG realizan sus recomendaciones de forma especifica para
farmacos concretos o seglin su mecanismo de accion. Centrandonos Unicamente en CYP2C19, las

recomendaciones son tanto para AT como para ISRS (39,47):
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Por un lado, existen recomendaciones para el grupo de los AT, cuyo mecanismo de accion es la
inhibicion de la recaptacién de serotonina y de norepinefrina. En este grupo se incluyen:
amitriptilina, nortriptilina, imipramina, clomipramina, desipramina, trimipramina y doxepina, sin

embargo, ni la nortriptilina ni la desipramina son metabolizadas por CYP2C19 (47).

El CPIC recomienda evitar los AT metabolizados por CYP2C19 en MU, MR y ML debido a la respuesta
subdptima (MU y MR) y al riesgo de toxicidad (ML), pero en caso de requerirse su uso se deberia
monitorizar el tratamiento y comenzar con una dosis inicial del 50% en ML. El grado de
recomendaciones es opcional en todos los casos, salvo en ML tratados con amitriptilina, en la que
el grado de recomendacién asciende a moderado (47). Por su parte, dentro de este grupo, el DPWG
Unicamente indica que en pacientes MUR tratados con clomipramina por un trastorno compulsivo

o ansiedad deben monitorizarse sus niveles plasmaticos (39).

En cuanto al grupo de antidepresivos que inhiben selectivamente la recaptacidn de serotonina (ISRS)
la recomendaciones se centran en citalopram, escitalopram, fluvoxamina, paroxetina y sertralina,
de los cuales, ni fluvoxamina ni paroxetina son metabolizados por CYP2C19 (41,48). Dentro de este
grupo, destaca como efecto adverso las arritmias por prolongacion del intervalo QT, especialmente
en ML de CYP2C19 tratados con citalopram (48). Las recomendaciones de dos sociedades, CPIC y
DPWG, se dividen por un lado en las dirigidas a citalopram y escitalopram, y, por otro lado, de forma

independiente, a la sertralina.

Tanto para citalopram como escitalopram, ambas sociedades recomiendan evitar la utilizacion de
estos farmacos en ML de CYP2C19 o comenzar con una dosis inicial del 50%, seguida de
monitorizaciéon por el riesgo de toxicidad. En MU el CPIC recomienda evitar el uso de ambos
farmacos por la posibilidad de producirse un fracaso terapéutico, sin embargo, el DPWG considera
gue Unicamente existen evidencias para escitalopram. Respecto a los M, existen discrepancias, por
un lado el CPIC recomienda utilizar la dosis estandar inicial, mientras que el DPWG considera que
hay evidencia suficiente para comenzar con reducciones de dosis del 25-35% (39,48). El CPIC ha
afiadido una recomendacién adicional en el caso de metabolizadores probablemente lentos para
gue éstos sean tratados de la misma forma que un ML cuando existe una indicacion de citalopram

o escitalopram (19)

Por ultimo, en relacidn a sertralina, si bien es metabolizada por diferentes enzimas de la familia CYP,
su principal ruta metabdlica es a través de CYP2C19 (19). Tanto el CPIC como el DPWG recomiendan
comenzar con dosis reducidas en ML de CYP2C19 e ir aumentandolas en funcién de la respuesta y
los efectos adversos que presente el paciente (39,48). Del mismo modo que para escitalopram y

citalopram, recientemente el CPIC ha actualizado sus recomendaciones sobre sertralina en el caso
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de los metabolizadores probablemente lentos y recomienda que sean tratados de igual manera que
los ML (19). Por otro lado, el CPIC inicialmente recogié también la posibilidad de comenzar con la
dosis habitual de sertralina en MU y aumentar dicha dosis si existe falta de respuesta, sin embargo,
la ausencia de resultados clinicamente relevantes ha hecho que se retire esta recomendacion mas

recientemente (19,48).

1.4 La poblacién de Ecuador

Ecuador, oficialmente Republica del Ecuador, es un pais localizado en Sudamérica, en la zona
noroccidental (49). Limita con Colombia, al norte, Perd, al sur y este, y con el océano Pacifico al
oeste y cuenta con una poblacion de 16.938.986 habitantes, de acuerdo con el Ultimo censo
disponible (2022) (49,50). Administrativamente, el pais se divide en 24 provincias distribuidas en
cuatro regiones principales: la Sierra, la Costa, el Amazonas y la regién insular de las Islas Galdpagos
(51) (Figura 4).

Colombia

Santo Domingo

de los Tsachilas Eameraldas

Sucumbios

Océano &~
o anabi /
PaC|f|CO ¢ Orellana

Pastaza

Morona

=anta Santiago

Elena
Tungurahua

Peru

Galapagos Zamora
®
o Chinchipe fosta
® @ Sierra
Q. & @ Amazonas
> Galapagos

Figura 4. Mapa politico de Ecuador por provincias y regiones

21



Introduccion

Se trata de un pais formado principalmente por tres grupos étnicos en cuanto a numero de
habitantes: mestizos, afroecuatorianos e indigenas (52). Dentro de estas poblaciones, en las zonas
urbanas se encuentra principalmente poblacién mestiza, etnia con la cual se identifica el 77,5% de
la poblacién ecuatoriana; la poblacién afroecuatoriana (4,8%) engloba a afrodescendientes, negros
y mulatos y se localiza mayoritariamente en las provincias de Esmeralda, Guayas y Pichincha (50).
Por ultimo, 1.302.057 (7,7%) de ecuatorianos se identifican como alguno de los mas de 100 grupos
multiétnicos que componen la poblacién indigena del pais, lo que supone un incremento respecto
al censo anterior de 2010 donde el 1.018.176 (7%) de ecuatorianos se identificd como indigena (50—
53). Adicionalmente, existe un Ultimo grupo importante de poblacidn, los montubios, que suponen
el 7,7% de la poblacién ecuatoriana, se trata de una poblacién mestiza de la zona costera del océano

Pacifico del pais, que utiliza este término como autoidentificacion en lugar de mestizo (50,52).

El origen de estos grupos étnicos se debe a las relaciones producidas entre diferentes poblaciones.
Durante la conquista y colonizacidn europea del continente americano, hace aproximadamente 500
anos, los nativos americanos, pobladores originales, entraron en contacto con los europeos, pero
también con africanos que llegaron al territorio a través del comercio de esclavos produciéndose un

mestizaje relativamente homogéneo (52,53).

1.4.1 La poblacion indigena

Existen diferentes teorias sobre como tuvo lugar el poblamiento del continente americano. Una de
las principales teorias existentes propone que los nativos americanos serian descendientes de una
rama de poblacidn asiatica (54). De acuerdo con esta teoria, hace aproximadamente 30 mil afios,
durante la ultima edad del hielo, grupos de poblacién habrian emigrado desde la actual Siberia hasta
América a través del estrecho de Bering por el territorio conocido como Beringia (55,56). Sin
embargo, estos grupos habrian quedado aislados varios miles de afios, tiempo en el que se habrian
producido mutaciones fundadoras especificas americanas, antes de poder expandirse por el resto
del continente, llegando al sur de América hace aproximadamente 14500 afos, de hecho se han
encontrado asentamientos en Ecuador de hace 12 mil afios (55-57). Asimismo, se han observado
similitudes genéticas entre la poblacién nativa de Suramérica y la poblacidn indigena del sur de Asia,
Australia o Melanesia, especialmente en grupos de habitantes de la costa Pacifica americana y el
Amazonas (58). La presencia de esta sefial genética no se ha encontrado en poblaciones del norte y
centro de América, lo que sugiere que el origen provenga de un ancestro comun que alcanzase estas

regiones siguiendo la ruta de la costa pacifica (58).

En Ecuador conviven diferentes nacionalidades indigenas, siendo 14 las principales: awa, secoya,

waoranis, epera, siona, ai cofan, shiwiar, zapara, kichwa, chachi, tsachila, shuar y achuar y andoa,
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cada una de ellas con practicas culturales propias, incluidas la religion o el idioma, y se suelen
encontrar geograficamente préximas (51,53,59). El origen de estas nacionalidades es diverso, pero
principalmente derivan de un proceso de mestizaje de culturas pre-incaicas de la regidn y otras
poblaciones andinas que llegaron durante el control Inca (59). Es el caso de la poblacién kichwa, la
cual representa el 85% de la poblacidén amerindia que habita en Ecuador, segun el censo de 2022, y
se localiza en las provincias que abarcan desde Carchi hasta Loja, en la regién andina de la Sierra,
aunque también pueden encontrarse algunos grupos en la regién amazdnica (50,51,53,59). Se trata
una cultura formada por la unién de diversos grupos (karanki, natabuela, otavalo, kayambi, kut-kara,
panzaleo, chibuleo, kichwa del Tungurahua, salasaka, puruhd, kafiari y saraugo) que comparten un
mismo idioma, el kichwa, pero con caracteristicas culturales propias que los diferencian entre ellos
(53). Otras nacionalidades, como waoranis, hablantes del idioma wao, se localizan principalmente
en el Amazonas, se han mantenido aislados durante siglos, o los tsachilas, hablantes del tsafiki, una
lengua barbacoana, se localizan en regiones costeras y constituyen una de las poblaciones mds
antiguas de Ecuador (53,59,60). La transmision cultural de estas culturas precoloniales se producia
via oral, por lo que no se cuenta con documentos escritos previos a la época de la conquista, razén

por la cual la investigacion genética ha sido de vital importancia (60).

Las poblaciones amerindias de los Andes, tradicionalmente se han clasificado en dos grupos:
hablantes de quechua y hablantes de aymara, aunque también se puede incluir el mapuche como
idioma andino (61,62). El quechua es el idioma propio de los incas y fue impuesto tras la conquista
inca de la regién en 1470, mientras que el idioma aymara en un idioma preincaico (53,59,63). Sin
embargo, en Ecuador, la poblacién indigena predominante, los kichwa, hablan una variante del
idioma quechua, el quichua o kichwa, que se formd al adoptar la poblacién indigena autéctona el

guechua como segunda lengua materna durante el periodo inca (53).

Otra variable a destacar fue la llegada de los espafioles, que supuso una reduccidn de la poblacién
amerindia de la regién tanto por los conflictos desarrollados, como por la aparicién de

enfermedades infecciosas y el esclavismo (59).

Actualmente, la poblacién indigena vive predominantemente en las zonas rurales del pais (73,9%) y
se encuentra distribuida de forma muy desigual a lo largo del territorio (Figura 5). La mayor
presencia de estas poblaciones amerindias se observa en las regiones del Amazonas y de la Sierra.
En todas las provincias de la region de los Andes, la proporcion de ecuatorianos que se identifica
con alguna de las nacionalidades indigenas del pais es superior a la media (7,7%), lo que también
ocurre en la mayoria de las provincias de la Sierra (Imbabura, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar,
Chimborazo y Cafiar) (50). Destacan en concreto tres provincias de la region de los Andes, Napo,

Morona Santiago y Pastaza, en las que mas de la mitad de la poblacion se autoidentifica como
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indigena. Por el contrario, en todas las provincias de la regién de la Costa el porcentaje de
ecuatorianos identificados con estas nacionalidades fue inferior a la media del pais. Estas
proporciones se encuentran en consonancia con el aislamiento de la regién amazdnica durante la

época de la conquista, mientras que la costa fue el punto de entrada de los europeos (52).
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Figura 5. Representacion de las frecuencias (%) de poblacion indigena segun datos del censo de poblacion y
vivienda del 2022 del Instituto nacional de estadisticas y censos (INEC) de Ecuador (50)

1.4.2 La poblacion mestiza

El término mestizo se utiliza para designar a los descendientes de espafioles e indigenas amerindios.
Mientras que para otros grupos hibridos que existen en Ecuador se utilizan otros términos como
mulatos, originarios de la unién de caucdsicos y negros, o zambos, cuando la unién ocurre entre

negros e indigenas (53).

La poblacidn mestiza representa al grupo mayoritario de la poblacidon que habita actualmente en

Ecuador y se origind hace tan solo 500 afos, con la llegada de los espafioles en una primera
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expedicién que data de 1526 (53,56). La colonizacion y conquista de la regidn se inicié en la zona
costera del pais y pasé a concentrarse en la cordillera de los Andes, mientras que la region del

Amazonas permanecioé aislada durante la época de la colonia (52).

El mestizaje ocurrido en la época colonial se llevd a cabo de forma asimétrica, con apareamientos
principalmente entre hombres europeos y mujeres amerindias, durante la primera generacién, y de
mestizos y amerindios en las generaciones posteriores (53). Por esta razén, ademas de estudiar
marcadores genéticos autosdmicos, el andlisis de marcadores genéticos de ADN mitocondrial y del
cromosoma Y, que aportan informacién del linaje materno y paterno, respectivamente, son

especialmente relevantes en este tipo de poblaciéon (51).

1.4.3 La poblacion afroecuatoriana

Durante la época colonial, bajo domino espafiol de los paises latinoamericanos, se produjo la llegada
de millones de esclavos africanos al continente a través de los puertos del Caribe y cuyo destino
final era la costa pacifica y los valles andinos (52,59). Muchos de ellos llegarian a Ecuador en 1533,
afio en el que se registré el mayor cargamento de esclavos, procedentes de paises de la costa
Atlantica como Guinea, pero durante todo la época de la colonia, del siglo XVI a principios del XIX,

se produjo comercio de esclavos (53,59).

La poblacién descendiente de estos africanos que llegaron a Ecuador se localiza principalmente en
el norte del pais, y se pueden resaltar dos zonas, la provincia de Esmeraldas, en la costa pacifica, y
el valle del Chota, en los Andes, entre las provincias de Imbabura y Carchi (52,59). En concreto,
durante la época colonial, frente a las costas de la provincia de las Esmeraldas se produjeron
hundimientos de barcos cargados de esclavos, convirtiéndose en refugio de los supervivientes, asi
como en el destino final de los esclavos que conseguian huir de sus amos en busca de la libertad
(52). Alli se mezclaron con la poblaciéon nativa americana de la zona dando lugar a sus actuales
descendientes (52). Por el contrario, los africanos que llegaron al Valle del Chota continuaron siendo

esclavos, lo que dificultd su mestizaje con otras poblaciones (59).

Actualmente, representan el 4,8% de la poblacién ecuatoriana, cifra que ha descendido respecto al
7,2% del censo de 2010 (50,52). De forma global se concentran en las provincias de Esmeraldas y
Guayas, donde vive mas de la mitad de la poblacién afroecuatoriana. Sin embargo, destaca
especialmente Esmeraldas, donde representan el 53,8% de la poblacidn. Muy por detras de ella, las
tres Unicas provincias que superan la media nacional en porcentaje son Imbabura (5,8%), Guayas
(5,4%) y Carchi (5,2%) (50).
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1.4.4 El Mestizaje

Para conocer la diversidad y el origen de la poblacidn residente en un lugar concreto, es necesario
utilizar marcadores genéticos informativos de ascendencia, AIM por sus siglas en inglés (Ancestry
Informative Markers) (51). Aunque la mayoria de los AIM utilizados se encuentran localizados en
regiones autosdmicas y aportan informacidon sobre el mestizaje de un individuo debido a la
recombinacidn, el analisis de marcadores uniparentales, presentes en ADN mitocondrial y en el
cromosoma Y proporcionan informacidn muy uatil para evaluar las contribuciones variables
femeninas y masculinas, respectivamente, en una poblacién (51,64). De este mismo modo, el
analisis del cromosoma X, también permite una visidn Unica, puesto que combina rasgos

autosdmicos y uniparentales (52).

1.4.4.1 Marcadores autosomicos

Los estudios de marcadores autosdmicos realizados en poblacidon ecuatoriana muestran que la
poblacién mestiza y afroecuatoriana presenta mayor diversidad genética que la poblaciéon kichwa,
tal como ocurre con otros grupos amerindios, para la cual el 91,5% de su contribucion genética de

origen amerindio, frente a un 7% de contribucién europea de media (51,53).

Por su parte, en los estudios de distanciamiento genético, los mestizos ocupan un lugar intermedio
entre la poblacidn kichwa y poblacidon europea, en concreto, espafiola, aunque con mayor
contribucion kichwa (65,8-71,2%) que europea (28,8-30,1%) y también una pequefia proporcion de
contribucion africana (4%) (51,65). Si en lugar de realizar la comparacidén con grupos europeos o
africanos de forma general, se utilizan datos de poblacién espafola y ecuatoguineanos de Guinea
Ecuatorial, antigua colonia espafiola en Africa, las contribuciones de estas poblaciones a los mestizos
serian de 73+24,3% de kichwa, 19,3+28% de espafioles y 7,8+7,7% de ecuatoguineanos, con cortas

distancias genéticas entre ellos que explican la elevada desviacion estandar (53).

Otros estudios realizados en poblacién mestiza coinciden también en la mayor prevalencia de
componentes amerindios en la poblacién mestiza, del 59,6-61,5%, seguida de contribucién europea,
28,8-32,9% vy africana, 5,6-11,6% (56,66). De ellos, el realizado por Zambrano et al subdividié la
poblacién en funcidn de su area de procedencia, Costa, Sierra y Amazonas, observandose un mayor
distanciamiento de la poblacidn ecuatoriana y la europea o africana a medida que se produce el
alejamiento de la costa, de manera que los mestizos de la costa presentaban menor porcentaje de
contribucion amerindia (51,7%), pero mayores contribuciones europeas (32%) y africanas (16,3%),
seguido de los habitantes de la Sierra (64,7% nativos americanos, 26,8% europeos, 8,5% africanos)

y finalmente, la poblacién del Amazonas presentaba el mayor porcentaje de contribucién nativa
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americana (66,7%) frente a europea (25,7%) y africana (7,6%), coincidente con la forma en la que se

llevd a cabo la conquista (56).

Respecto a la poblacién afroecuatoriana, la contribucidn principal es la africana (58,8%), seguida de
amerindia (28%) y europea (13%), con posiciones intermedias en distanciamiento genético entre
nativos americanos y africanos (51,53). Sin embargo, si se compara el distanciamiento de
afroecuatorianos con poblacién espafiola y ecuatoguineanos, la distancia genética entre los
afroecuatorianos y los espafioles es menor que entre los espanoles y los ecuatoguineanos y que

entre los propios afroecuatorianos y los ecuatoguineanos(53).

1.4.4.1 Marcadores uniparentales

Los estudios de marcadores uniparentales llevados a cabo con marcadores de ADN mitocondrial y
cromosoma Y muestran un perfil de contribucién muy diferente entre ellos, pero también a lo

observado en los marcadores autosémicos.

Los diferentes grupos de haplotipos del cromosoma Y se encuentran restringidos geograficamente,
por lo que pueden utilizarse para discriminar el origen de dicho cromosoma (53). Los menores
grados de mestizaje se observan en las poblaciones amerindias, justificable por el aislamiento social
y endogamia propio de algunas de ellas (59). Sin embargo, incluso en estas poblaciones es posible
detectar lineas de origen europeo o africano en pequefia proporcidn, inferior al 10% en poblacidn
kichwa de forma general, aunque este porcentaje se eleva hasta el 14% de deteccidn de haplotipos
europeos, algunos de ellos especificos de la peninsula ibérica, en los kichwa otavalos (53,59). Estos
porcentajes son similares a la encontrada en otros grupos amerindios como guaranies (11%),
inganos (14%), pero que llega a ser incluso del 26% en poblacién kaignang (53). Asi mismo, existen
poblaciones amerindias en el propio Ecuador, como los tsachilas, en los cuales Unicamente se

encuentra un 5% de contribucién no nativa americana, la cual es de origen africano (59).

Por otro lado, el andlisis de estos haplotipos del cromosoma Y en las poblaciones mestiza y
afroecuatoriana, muestra una importante contribucion europea en mestizos, y de africanos y

europeos en afroecuatorianos (53).

En los estudios realizados en poblacién mestiza se ha observado cierta variabilidad, pero, en
cualquier caso, los dos principales origenes del cromosoma Y procederian de europeos y nativos
americanos (53,59). En un estudio de 2006 las contribuciones europeas detectadas fueron
superiores al 70%, mientras que las amerindias representaban el 22% en la poblacidon mestiza (53).
Estudios posteriores, detectaron menores contribuciones, del 40-61%, mayoritariamente

haplotipos muy frecuentes en poblacidn ibérica, y continuaba siendo la contribucién principal,
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puesto que el origen amerindio representaba el 34-41% del total (56,59,67). En cuanto a las
contribuciones africanas, todos los estudios coinciden en contribuciones inferiores al 10%
(53,56,59,67).

En cuanto a la poblacién afroecuatoriana, el origen africano supone la principal contribucién (44%)
al cromosoma Y, por encima de las contribuciones europeas (31%) y amerindias (15%). La
contribucion amerindia es mucho mayor a la observada en poblacién afrodescendiente de otros
paises, como Brasil, justificable también por una mayor densidad de poblacidn nativa en la regién
andina que en las regiones amazdnica o atlantica (53). El origen de los haplotipos africanos
encontrados en poblacién afroecuatoriana es predominantemente del oeste subsahariano, en
consonancia con los registros histéricos de la procedencia de los barcos cargados de esclavos.
Ademads, se ha observado una alta variabilidad en la contribucidn africana en funcién de la
comunidad, encontrandose valores mas bajos (56%) en la provincia de Esmeraldas que en el Valle
del Chota (72%) (59). Asimismo, la contribuciéon amerindia también es variable, 12% en Esmeraldas
y 3% en el Valle del Chota, por el contrario, la contribuciéon europea es mds homogénea, 19-24%,
entre ambas poblaciones (59). Estas diferencias serian debidas a la diferente situacion de la
poblacién africana en estas comunidades, mientras que, como ya se ha mencionado, en Esmeraldas
se refugiaron esclavos huidos que cohabitaron con las poblaciones nativas, produciéndose el
mestizaje, la poblacidn africana del Valle del Chota vivia en la esclavitud, dificultandose el contacto

con otras poblaciones (59).

Por su parte, el ADN mitocondrial permite realizar un analisis paralelo al del cromosoma Y,
centrandose en este caso en el origen por via materna de una comunidad (64). Al igual que en los
marcadores autosdmicos y del cromosoma'Y, la poblacién mestiza presenta mayor diversidad en los
haplotipos del ADN mitocondrial que la poblacién amerindia ecuatoriana, como los kichwa o los
tsachilas. Sin embargo, en ambas poblaciones el total de haplotipos detectados pertenecia a lineas
de nativos americanos (A, B, Cy D) aunque con frecuencias diferentes (60,64). Es importante resaltar
que, incluso en poblacidén mestiza, hasta el 96,2% de la contribucidn al ADN mitocondrial es de
origen nativo americano, destacando la practicamente ausencia de contribuciones maternas de
origen europeo o africano, inferior al 2% en ambos casos. En poblacién mestiza es consecuencia del
desequilibrio de apareamiento, que tuvo lugar predominantemente entre hombres europeos y
mujeres amerindias (64,68). No hay estudios realizados de ADN mitocondrial en poblacion

afroecuatoriana.

De forma similar al ADN mitocondrial, estudios realizados sobre el cromosoma X en Ecuador,
muestran una contribucién mayoritaria de poblacién amerindia que en los autosomas, esperable,

puesto que 2/3 del cromosoma X en una poblacién son de herencia materna (52). Sin embargo, el
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porcentaje de contribucion europea es variable, de forma global un 26% del cromosoma X en los
ecuatorianos es de origen europeo, sin embargo, apenas se detectan haplotipos de este origen en

la region del Amazonas, la cual se mantuvo aislada geograficamente (52).

Todos estos datos, tanto de marcadores autosdmicos como uniparentales, muestran, que, al igual
gue ocurre en otros paises latinoamericanos, tanto la poblacién mestiza como afroecuatoriana se
puede considerar trihibrida, con diferente proporcién de la contribucién americana, europea y

africana (51,53).

1.5 CYP2C19 en Ecuador

El analisis de variantes implicadas en el metabolismo de farmacos, de la misma forma que el resto
de estudios genéticos, se ha visto afectado por la falta de diversidad en los mismos, con un
predominio de poblaciones europeas (69). En este sentido, a dia de hoy, la literatura publicada sobre
farmacogenética en poblacidon ecuatoriana es limitada y la mayoria de la informaciéon hace

referencia Unicamente a la etnia mestiza.

Aungue se han llevado a cabo diversos estudios en poblacidn ecuatoriana sobre las frecuencias de
los principales alelos de CYP2C19, o bien la etnia no se encontraba indicada, o se trataba Unicamente
de poblacién mestiza (70,71). Por otro lado, la informacion publicada que incluye a poblacién
ecuatoriana en grandes estudios realizados en Latinoamérica, no contiene los datos desagregados
(66,72).

De los dos estudios realizados en poblacién ecuatoriana, en uno de ellos no se detectd la presencia
de portadores del alelo CYP2C19#3, mientras que en el otro se identificé un Unico individuo portador
en heterocigosis (frecuencia del 0,3%). Sin embargo, las frecuencias detectadas de CYP2C19*2y *17
difirieron entre ellos, mientras que Vicente et al detecté el alelo CYP2C19*2 con una frecuencia del
7,8% en una poblacidon mestiza, la frecuencia detectada por de Andrés et al en ecuatorianos sin
identificar la etnia, fue del 12,9%. Por otro lado, las frecuencias detectadas de CYP2C19*17 fueron
del 24,9% en poblacién mestiza por Vicente et al y del 9,5% en poblacidn sin especificar por de

Andrés et al (70,71).
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2.1 Hipotesis

La enzima CYP2C19 participa de forma destacada en el metabolismo de un nimero importante de
farmacos comercializados actualmente e indicados en la prevencion y/o tratamiento de patologias
frecuentes. El gen que la codifica es altamente polimdrfico con variantes que implican tanto la
pérdida como el incremento en su capacidad enzimatica. Asi, diversas sociedades cientificas como
el CPIC, el DPWG y la RNPGx, entre otras, han elaborado guias clinicas con recomendaciones

especificas de adaptaciones posoldgicas en base a la presencia de estas variantes.

Respecto a las variantes del gen CYP2(C19, las tres mas frecuentemente encontradas son CYP2C19*2,
CYP2C19*3y CYP2C19*17. Las dos primeras implican pérdida total de actividad enzimatica, mientras
que la ultima es responsable de un incremento de actividad. Ademas, la frecuencia observada de
los alelos no es homogénea a nivel mundial siendo muy variable en las poblaciones europeas,

africanas, asiaticas, oceanicas y americanas.

En el caso concreto de Ecuador, un pais que se caracteriza por su diversidad y multiculturalidad,
existen tres grupos étnicos principales: nativos americanos, de los cuales el 85% pertenecen a la

etnia kichwa, mestizos, que es el grupo con mayor poblacién del pais, y afroecuatorianos.

Actualmente, la poblacién latinoamericana respecto a la caucasica se encuentra infrarrepresentada,
tanto en las bases de datos genéticas como en los estudios de respuesta farmacos. Por este motivo,
la presencia o ausencia de variantes de conocida repercusién farmacogenética en poblaciones
amerindias, mestizas o mulatas es muy limitada. Esto implica que la prediccion de riesgo de padecer
determinadas patologias o, en el caso de la farmacogenética, de realizar una hipotética seleccién
personalizada de un tratamiento, no puede llevarse a cabo en estas poblaciones. Si bien se han
llevado a cabo estudios de la frecuencia de los tres principales alelos anteriormente mencionados
en poblacion ecuatoriana, todos ellos se han realizado en poblacién mestiza o no se ha especificado

el grupo étnico de los participantes.

Teniendo en cuenta lo anteriormente comentado, la hipdtesis planteada en este trabajo se basa en
la posible influencia del diferente origen étnico de una poblacién ecuatoriana, en concreto en
grupos de poblacidn indigena, mestiza y afroecuatoriana, y su repercusion en la frecuencia de los
principales alelos del gen CYP2C19: CYP2C19*2, CYP2C19*3 y CYP2C19%*17. La poblacién estudiada
presenta unas caracteristicas de mestizaje muy especificas, de manera que se puede facilitar el
trabajo de futuras lineas de investigacién que permitan optimizar la prescripcion de farmacos en
dicha poblacién. Ademas, dentro de la poblaciéon indigena se eligid Unicamente la etnia kichwa por

ser la mayoritaria en Ecuador.
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2.2 Objetivos

En este trabajo se pretende contribuir en el conocimiento farmacogenético de las variantes alélicas

del CYP2C19 en una poblacién ecuatoriana, con diferentes origenes étnicos.
Los objetivos planteados en este estudio son los siguientes:

1. Caracterizar y establecer la prevalencia de las principales variantes alélicas CYP2C19*2,
CYP2C19*3 y CYP2C19%*17 del gen CYP2C19 en una poblacién ecuatoriana, compuesta por
individuos de los grupos étnicos kichwa, mestizo y afroecuatoriano.

2. Determinar las posibles diferencias en la frecuencia de las variantes CYP2C19*2, CYP2C19*3
y CYP2C19*17 analizadas del gen CYP2C19 entre las poblaciones antedichas.

3. Valorar si existen grupos de fdrmacos para los que el genotipado de CYP2C19 pueda resultar
de interés en la poblacién estudiada.

4. Establecer las diferencias en las frecuencias de las variantes alélicas determinadas entre la

poblacién objeto de este estudio y las de otras poblaciones descritas en la bibliografia.
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3.1 Disefio del estudio

Se disefié un estudio observacional y transversal con el objetivo de establecer las frecuencias de las
principales variantes del gen CYP2C19 (CYP2C19*2, CYP2C19*3 y CYP2C19*17) en una poblacidn
ecuatoriana. La seleccion de los participantes se realizd teniendo en cuenta los siguientes criterios

de inclusion y exclusién:
Criterios de inclusion:

e Individuos nacidos y residentes en Ecuador.

e Individuos que tuvieran al menos tres generaciones de ancestros ecuatorianos.

e No emparentados (no endogamia, no consanguinidad).

e Sujetos sanos.

e Que pertenezcan a unos de los siguientes grupos étnicos: mestizo, kichwa vy

afroecuatoriano.
Criterios de exclusion

e Individuos nacidos en el extranjero, aunque sean residentes en Ecuador.

e Individuos que presentaran alguna patologia.

El trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad
Central de Ecuador (Anexo 1) y en todo momento se respetd la Declaracion de Helsinki sobre
principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y sus revisiones posteriores.
Los sujetos interesados en participar en este estudio tuvieron que rellenar el formulario de

consentimiento informado (Anexo Il), asi como la hoja de recogida de datos (Anexo lll).

La clasificacién por subgrupo étnico se realizé de acuerdo a la autoidentificacion de los participantes
y a sus rasgos morfoldgicos. La poblacidn que se incluyd en este trabajo fue de 218 individuos (149
mujeres y 68 hombres, en una de las muestras no constaba el sexo), tal y como se describe en la

Tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de la poblacion de estudio

Mestizos Kichwas Afroecuatorianos Total

Mujeres 26 52 71 149
Hombres 7 23 38 68

Total 33 76 109 218
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3.2 Andlisis genético

La extraccién de ADN se realizo a partir de una muestra de sangre completa (unas gotas) conservada
en papel FTA tipo Whatman para cada uno de los participantes en el estudio. En la extraccién de
ADN se utilizé el kit “Dried Blood Spot DNA Isolation” de Norgen Biotek Corp ® (ON, Canada), de

acuerdo a las instrucciones del fabricante:

e Materiales

o Digestion Buffer B o Etanol

o Lysis Buffer B o Columnas de Micro Spin
o Solution WN o Tubos Eppendorf.

o Wash Solution A o Tubos de coleccion

o Elution Buffer B o Tubos de elucién

o Proteinasa K

e Procedimiento previo
o Afadir 24 mL de etanol 96° a la Solution WN.
o Afadir 42 mL de etanol 96° a la Wash Solution A.

e Preparacion de las muestras
o Cortar circulos de aproximadamente 3x3 mm del papel FTA de cada muestra y
colocarlos en un tubo de Eppendorf.
o Afadir 100 pL de Digestion Buffer B y vortear 10 segundos.
o Incubar a 85 °C 10 minutos.
o Realizar un spin para recoger todo el liquido.
o Afadir 20 pL de proteinasa K.
o Afadir 300 pL de Lysis Buffer B y vortear 10 segundos.
o Realizar un spin para recoger todo el liquido.
o Incubar a 56 °C 10 minutos.
o Realizar un spin para recoger todo el liquido.
o Afadir 250 pL de etanol 96° y vortear 10 segundos.

o Realizar un spin para recoger todo el liquido.

e Ajuste de la muestra a la columna
o Ensamblar una columna de Micro Spin a un tubo de coleccién para cada muestra.
o Verter el lisado a la columna (sin transferir el papel FTA) y centrifugar durante 1 minuto

a 8000 RPM.
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o Descartar el fluido de la columna y reensamblar la columna y el tubo de coleccién. Todo

el lisado debe atravesar la columna, si no es asi, centrifugar 2 minutos adicionales.

e lavado de la columna
o Anadir 500 pL de Solution WN a la columna y centrifugar durante 1 minuto a 8000 RPM.
o Descarar el fluido de la columna y reensamblar la columna y el tubo de coleccién. Todo
el lisado debe atravesar la columna, si no es asi, centrifugar 1 minuto adicional.
o Afadir 500 uL de Solution A a la columna y centrifugar durante 1 minuto a 14000 RPM.
o Descarar el fluido de la columna y reensamblar la columna y el tubo de coleccion.
o Afadir 500 uL de Solution A a la columna y centrifugar durante 1 minuto a 14000 RPM.

o Descarar el fluido de la columna y reensamblar la columna y el tubo de coleccidn.

O

Centrifugar durante 2 minutos a 14000 RPM para secar la columna y descartar el tubo

de coleccién.

e Elucién del ADN
o Colocar la columna en un tubo de elucidn.
o Anadir 30 pL de Elution Buffer B.
o Incubar a temperatura ambiente 1 minuto.
o Centrifugar durante 1 minuto a 8000 RPM.
o Realizar una segunda elucién: anadir 30 plL de Elution Buffer B.
o Incubar a temperatura ambiente 1 minuto.

o Centrifugar durante 1 minuto a 8000 RPM.

De esta forma, se obtuvo un volumen de elucidn final de 60 pL. Las muestras de ADN se conservaron
a 4°C hasta la realizacién del estudio genético de las variantes alélicas CYP2C19%*2, CYP2C19*3 y
CYP2C19*17.

3.2.1 CYP2C19*2

La deteccién de este polimorfismo genético se realizé mediante la técnica de PCR en tiempo real y
sondas TagMan alelo especificas. La determinacién de la presencia de los alelos silvestre (G) y
mutado (A) del haplotipo CYP2C19*2 se llevé a cabo en 123 de los participantes: 78

afroecuatorianos, 29 kichwas y 16 mestizos.

Como paso previo, para obtener ADN con la calidad necesaria para efectuar la determinacion, se
realizaron dos PCR anidadas. Las PCR se realizaron en un volumen total de 25 uL cada una mediante

un protocolo adaptado de Lakhan R et a/ (73), tal y como se describe en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de la reaccion de amplificacion de CYP2C19*2 y *3

Cantidades y concentraciones

ADN 12 PCR: 3 pL de ADN extraido
22 PCR: 3 uL de producto de la 12 PCR
dNTPs 2 uL (0,2 mM)
Primer forward 0,75 puL (0,3 uM)
Primer reverse 0,75 uL (0,3 uM)
MgCl, 3 uL (3,0 mM)
Buffer 1xPCR 2,5 uL
Taqg DNA polimerasa 0,15 pL (1,25 V)
Agua libre de nucleasas Completar hasta 25 pL

Los primers empleados en la primera PCR fueron disefiados mediante el programa Primer3Plus
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Se disefiaron los siguientes
primers: forward (5’-TTTGAGCCCCTCCCACTT-3’) y reverse (5'-CCTCCTGTGCTGATCTCAC-3’). En la
segunda PCR se utilizaron los primers forward (5’-AATTACAACCAGAGCTTGGC-3’ ) y reverse (5'-
TATCACTTTCCATAAAAGCAAG-3’) previamente descritos por Lakhan R, et al (73). Las condiciones
empleadas en el termociclador, en ambas PCR, fueron las descritas previamente por Itoh K et al (74)

y se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de PCR de CYP2C19%*2 y* 3 (74)

Etapa Temperatura Tiempo

Inicio 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto

Hibridacion 53°C 1minuto  35ciclos
Extension 72°C 1 minuto

Extension final 72°C 5 minutos

40


https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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La concentracion final de ADN se midid mediante un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, Estados Unidos). Se realizaron diluciones hasta obtener una concentraciéon
aproximada de 50 ng/uL de ADN, recomendada por el fabricante para el ensayo de determinacién
alélica. La sonda utilizada para dicho andlisis fue la TagMan Allelic Discrimination Assay

C__25986767_70 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

El analisis de las muestras se realizé en un volumen total de 10 plL que contenia 5 uL de Master Mix
2X, 0,5 pL de sonda 20X, 2 puL de ADN a 50ng/ulL y agua libre de nucleasas hasta enrasar. La
secuenciacion se efectué por duplicado y se llevé a cabo indistintamente en los equipos ABI
PRISM™7500 FAST Sequence Detection System y QuantStudio12KFlex Detection System (Applied
Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los equipos fueron previamente
validados mediante el procesamiento de 23 muestras por ambos equipos, para todas las cudles se
obtuvieron idénticos resultados en ambos casos analizadores (75). El andlisis de resultados se
produjo mediante el software de acceso libre de Thermo Fisher

(https://www.thermofisher.com/account-center/signin-identifier.html).

El reactivo utilizado en el analisis contiene dos sondas, cada una de ellas marcada con un dador de
fluorescencia en el extremo 5’, el fluordforo VIC para la sonda que detecta el alelo A (mutado), y el
fluoréforo FAM para la sonda que detecta el alelo G (silvestre) de CYP2C19*2 (c.681G>A). Asi mismo,
cada una de las sondas contiene un minor Groove binder, un ligando de unién al surco menor del
ADN, que permite aumentar la especificidad de la sonda, y un quencher o aceptor de fluorescencia
en el extremo 3’ (76). Mientras la sonda se encuentra integra, el quencher absorbe la fluorescencia
emitida por el fluoréforo, de manera que el equipo, un termociclador acoplado a un
espectrofluorimetro no detecta sefial alguna (76,77). Si se produce la hibridacién entre la sonday la
secuencia de ADN complementaria presente en la muestra, durante la PCR, la polimerasa hidroliza
el fluoréforo del extremo 5’, liberandolo y produciéndose un incremento de fluorescencia que
detecta el equipo (77). Si unicamente se detecta la fluorescencia liberada por la sonda VIC, el
individuo serd homocigoto AA para CYP2C19*2, es decir, homocigoto mutado, mientras que si
Unicamente se detecta la fluorescencia perteneciente a la sonda FAM serd GG para CYP2C19%*2,
homocigoto silvestre, si se detecta fluorescencia de ambas sondas, el individuo sera heterocigoto

para CYP2C19*2 (76).

3.2.2 CYP2C19*3

El andlisis genético de los alelos silvestre (G) y mutado (A) de CYP2C19%*3 se llevd a cabo utilizando
un protocolo previamente descrito (74) al que se le incorpord una PCR previa con el objetivo de

ampliar la concentracién de ADN disponible en 34 participantes, todos ellos afroecuatorianos.


https://www.thermofisher.com/account-center/signin-identifier.html
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Ambas PCR se realizaron sobre un volumen final de 25 uL. Se utilizé la misma composicion de la
reacciéon de amplificacion y el mismo programa de PCR que para la deteccién de CYP2C19*2 (Tablas
4y 5). Los primers forward (5’-ATCCTGGGCTGTGCTCC-3’) y reverse (5-CACGCTTTGGGGCTGTC-3')
de la primera reaccién se disefiaron mediante el programa Primer3Plus, ya mencionado
anteriormente, mientras que para la segunda PCR se utilizaron los primers forward (5'-
ATTGAATGAAAACATCAGGATTG-3’) y reverse (5'-ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3’), descritos por
Lakhan R, et al (73). Por ultimo, se realizé una digestion de 15 pL del producto de PCR mediante la
enzima de restriccion BamHI (Takara Bio, Shiga, Japdn), de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Se utilizaron 1 uL de enzima, 2 uL de 10X K buffer y 2 uL de agua libre de nucleasas y el
tiempo de incubacion fue de 1 hora en un bafio maria a 30°C. El producto final se separé mediante

electroforesis en gel de agarosa al 3% teiiido con bromuro de etidio.

El resultado de la primera PCR de este protocolo es un fragmento de 435 pares de bases que
contiene la variante CYP2C19*3 (c.636G>A). El objetivo de la segunda PCR fue ampliar el ADN
disponible y obtener un fragmento de 132 pares de bases. Este fragmento contiene un sitio de
restriccion para la enzima BamHl en los individuos portadores del alelo silvestre (G), que desaparece
en los portadores del alelo mutado (A). De esta forma, al revelar el producto de digestidn en gel de
agarosa, se puede observar un fragmento de 96 pares de bases cuando se mantiene el sitio de
restriccion y de 132 cuando éste desaparece. Por tanto, los individuos homocigotos para el alelo
silvestre (GG) presentaran una Unica banda en el gel de 96 pb, los individuos homocigotos mutados
(AA) también presentaran una Unica banda, en este caso de 132 pb y, en el caso de individuos
heterocigotos (GA), se observaran dos bandas, una de 96 pb correspondiente al alelo silvestre (G) y

otra de 132 pb correspondiente al alelo mutado (A).

3.2.3 CYP2C19*17

La deteccidn de loas alelos silvestre (C) y mutado (T) de CYP2C19*17 se llevd a cabo a través de una
PCR anidada seguida de digestién con enzimas, de acuerdo con un protocolo previamente descrito
(78), seguido de digestidon enzimatica con la enzima Eco T22 | a 37°C durante 8 horas. El protocolo
se realiz6 en las muestras de 214 de los participantes, 106 afroecuatorianos, 75 kichwas y 33

mestizos.

Las PCR se realizaron sobre un volumen de 25 uL adaptando un protocolo de Baldwin RM, et al, en
el que se utilizaron los primers forward (5-‘GCCCTTAGCACCAAATTCTC-3") y reverse (5'-
ATTTAACCCCCTAAAAAAACACG-3’) para la primera PCR y en la segunda PCR se utilizaron los primers
forward (5'-AAATTTGTGTCTTCTGTTCTCAATG-3") y reverse (5-AGACCCTGGGAGAACAGGAC-3") (78).



Material y métodos

La composicion de ambas reacciones de PCR se encuentra descrita en la Tabla 6. El programa de PCR

se encuentra descrito en la Tabla 7.

Tabla 6. Composicion de las reacciones de amplificacion de CYP2C19*17

Cantidades y concentraciones

ADN

dNTPs

Primer forward
Primer reverse
MgCl,

Buffer 1xPCR

Tag DNA polimerasa

Agua libre de nucleasas

19 PCR 29 PCR
3 uL de ADN extraido 3 uL de producto de la 12 PCR

2 L (0,2 mM) 2 ulL (0,2 mM)

1 uL (0,4 uM) 0,625 uL (0,25 uM)

1 pL (0,4 puM) 0,625 pL (0,25 puM)

2 ulL (2,0 mM) 2 ulL (2,0 mM)

2,5 uL 2,5 uL

0,12 pL (0,6 U) 0,12 pL (0,6 U)

Completar hasta 25 pL Completar hasta 25 pL

Tabla 7. Programa de PCR de CYP2C19%*17 (78)

19 PCR 29 PCR
Etapa Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
Inicio 95°C 1 minuto 95°C 1 minuto
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos 95°C 30 segundos
Lo, 35 25
Hibridacion 52°C 30 segundos . 51°C 30 segundos )
ciclos ciclos
Extension 72°C 30 segundos 72°C 30 segundos
Extensidn final 72°C 7 minutos 72°C 7 minutos

La digestion se realizd en 15 pL de producto de PCR de la segunda PCR, 2 L de agua libre de

nucleasas, 2uL de 10X H buffer y 1 uL de Eco T22 | (Ava Ill) de Takara Bio (Shiga, Japdn). El producto

final se separd mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio.
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Material y métodos

A través de la primera PCR se obtuvo un fragmento de 473 pares de bases en el que se encuentra la
variante CYP2C19%*17 (c.-806C>T), mientras que la segunda PCR tuvo por objetivo ampliar el material
genético y obtener un producto de 143 pares. Este Gltimo fragmento contiene un sitio de restriccidon
que puede ser digerido por la enzima ECO T22 en los individuos portadores del alelo silvestre (C),
pero que desaparece en los alelos mutados (T). Al revelar el producto de digestidon en un gel de
agarosa se puede observar un fragmento completo de 143 pares de bases en el caso de que el sitio
de restriccién desaparezca o un fragmento de 116 pares de bases cuando este se mantiene. De este
modo se pueden identificar los individuos homocigotos silvestres (CC) mediante la presencia de una
Unica banda de 116 pb, los homocigotos mutados (TT) por la presencia de una banda de 143 pby,
finalmente, en los individuos heterocigotos se observan dos bandas, una de 143 pb y otra de 116 pb
(78).

Se realizd una validacién de todos los individuos portadores del alelo mutado T (heterocigotos y
homocigotos) y de 20 homocigotos silvestres mediante PCR en tiempo real utilizando sondas
TagMan de discriminacion alélica (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se empled la sonda
C_469857_10, en dos analizadores, un ABI PRISM ®7500 FAST Sequence Detection System y un
QuantStudio12KFlex Detection System, ambos de Applied Biosystems, ThermoFisher. Se utilizo el
protocolo establecido por el fabricante, previamente descrito en el apartado referente a
CYP2C19*2, sobre el producto de la segunda reaccidn. Para el analisis de resultados se utilizo el
software ThermoFisher Cloud. Los dos analizadores fueron previamente validados mediante un
estudio intercomparativo sobre 21 muestras, obteniéndose idénticos resultados en ambos
analizadores (75). En este caso el fluoréforo VIC permitia identificar el alelo silvestre (C) y el
fluoréforo FAM el alelo mutado (T), de manera que en individuos homocigotos CC Unicamente se
detecta la fluorescencia perteneciente al fluoréforo VIC, en individuos homocigotos TT la
fluorescencia detectada corresponde al fluoréforo FAM y en individuos heterocigotos se detecta

fluorescencia de ambos fluoréforos (76).

3.3 Prediccion del fenotipo

En 109 participantes se genotiparon tanto el alelo CYP2C19*2 como el *17, por lo que fue posible

realizar una prediccion del fenotipo en base a las guias clinicas del CPIC (24).

3.4 Andlisis estadistico

En primer lugar, se establecid si las frecuencias genotipicas de los individuos cumplian el equilibrio
de Hardy-Weinberg, para lo que se utilizaron tablas de contingencia y el estadistico x?>con un grado

de libertad, que permite comparar frecuencias observadas frente a frecuencias esperadas.



Material y métodos

El andlisis estadistico de las frecuencias genotipicas en las distintas poblaciones se llevd a cabo
mediante el programa estadistico Jamovi, versién 1.6 de acceso libre. Se utilizaron también tablas
de contingencia y el estadistico x? con cuatro grados de libertad. Asi mismo, se realizaron tablas de

contingencia para comparar los diferentes subgrupos étnicos de dos en dos entre ellos.

Por ultimo, el analisis estadistico de la frecuencia de los fenotipos basados en los genotipos
detectados, se realizd también con el programa estadistico Jamovi, version 1.6 ya mencionado. En

este caso se utilizaron tablas de contingencia y el estadistico x* con ocho grados de libertad.

La hipdtesis nula establecida fue la ausencia de diferencias en las frecuencias genotipicas entre las
diferencias etnias. Para rechazar dicha hipdtesis nula se considerd un valor estadisticamente

significativo si p<0,05 (probabilidad de error tipo | inferior al 5%).






4 RESULTADOS






Resultados

4.1 CYP2C19%2

El andlisis del haplotipo CYP2C19*2 en 123 individuos (99 mujeres, 23 hombres y 1 participante sin
especificar sexo), de los cuales 78 se identificaron como afroecuatorianos, 29 como kichwa y 16

como mestizos.

Las frecuencias alélicas distribuidas por subgrupos se recogen en la Tabla 8, mientras que las
frecuencias por genotipo, asi como el equilibrio de Hardy-Weinberg se recogen en la Tabla 9. El alelo

silvestre, G, fue el mayoritario en todos los grupos étnicos analizados.

Tabla 8. Distribucion de las frecuencias alélicas de CYP2C19*2

Alelo G Alelo A

n (pu) n (pu)
Afroecuatorianos 137 (0,88) 19 (0,12)
Kichwa 50 (0,86) 8 (0,14)
Mestizos 24 (0,75) 8(0,25)
Total 211 (0,86) 35(0,14)

Tabla 9. Genotipo CYP2C19*2 en funcidn del subgrupo étnico

CYP2C19*1/*1 CYP2C19*1/%2 CYP2C19*2/%*2 Equilibrio de
n (%) n(%) n (%) Hardy-Weinberg
Afroecuatorianos 63 (80,8%) 11 (14,1%) 4 (5,1%) p<0,01
Kichwa 21(72,4%) 8(27,6%) 0 (0%) p=0,39
Mestizos 10 (62,5%) 4 (25%) 2 (12,5%) p=0,18
Total 94 (76,4%) 23 (18,7%) 6 (4,9%) p<0,01

Xtest

X2: 6,44(4 grados de libertad), p=0,169

La presencia observada del alelo mutado, A, fue similar en la poblacién afroecuatoriana (0,12) y en
la kichwa (0,14), aunque ligeramente superior en poblacién mestiza (0,25) (Figura 6). En el analisis

estadistico de los diferentes genotipos de CYP2C19*2 no se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los subgrupos, con un valor de ¥? de 6,44, que implica un p-valor de 0,169. Si se
comparan los subgrupos de dos en dos, tampoco se observan diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (Tabla 10). Por ultimo, respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, éste

Unicamente se respeté en kichwas y mestizos, no asi en el grupo de afroecuatorianos.

Afroecuatorianos Kichwa

= Alelo G mAlelo G

= Aleio A = AlEio A

Mestizos Total

mAlelo G mAlel G

= Algio A = Alel A

Figura 6. Representacion de las frecuencias alélicas de CYP2C19*2

Tabla 10. Resultados de chi cuadrado y p-valor al comparar entre subgrupos étnicos de CYP2C19*2

X p Grados de libertad
Afroecuatorianos-Kichwa 3,84 0,147 2
Afroecuatorianos-Mestizos 2,69 0,261 2
Kichwa-Mestizos 3,80 0,150 2

4.2 CYP2C19*3

El haplotipo CYP2C19*3 Unicamente se estudid en 34 mujeres afroecuatorianas. El genotipo
identificado en todas ellas fue homocigoto silvestre (GG). No se detectaron ni heterocigotos ni

homocigotos mutados.
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4.3 CYP2C19%*17

Resultados

La identificacion del haplotipo CYP2C19*17 se realizd en una muestra de 214 individuos (147

mujeres y 67 hombres), de los cudles, 106 se identificaron como afroecuatorianos, 75 como kichwas

vy 33 como mestizos.

Respecto a las frecuencias alélicas observadas, éstas se describen en la Tabla 11, mientras que las

frecuencias por genotipo y el equilibrio de Hardy-Weinberg se recogen en la Tabla 12. El principal

alelo encontrado en todos los subgrupos fue el alelo silvestre, C.

Tabla 11. Distribucion de las frecuencias alélicas de CYP2C19*17

Alelo C Alelo T

n (pu) n (pu)

Afroecuatorianos | 208 (0,98) 4 (0,02)

Kichwa 145 (0,97) 5(0,03)
Mestizos 66 (1) 0(0)
Total 419 (0,98) 9(0,02)

Tabla 12. Genotipo de CYP2C19*17 en funcidn del subgrupo étnico

CYP2C19*1/*1 CYP2C19*1/*17 CYP2C19*17/*17

Equilibrio de

n(%) n(%) n(%) Hardy-Weinberg
Afroecuatorianos 103 (97,2%) 2 (1,9%) 1(0,9%) p<0,01
Kichwa 70 (93,3%) 5 (6,7%) 0 (0%) p=0,77
Mestizos 33 (100%) 0 (0%) 0 (0%) Incalculable
Total 94 (76,4%) 23 (18,7%) 6 (4,9%) p<0,01
Xtest

X?: 5,49 (4 grados de libertad), p=0,241

Respecto al alelo mutado T, no se encontré en ningln individuo mestizo y la frecuencia en

afroecuatorianos y kichwa fue del 0,02 y del 0,03, respectivamente (Figura 7). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos étnicos respecto al genotipo de
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CYP2C19*17, encontrandose un valor de ¥ de 5,49 y un p-valor de 0,241. Tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas al comparar los subgrupos étnicos de dos en dos (Tabla
13). Por ultimo, en cuanto al equilibrio de Hardy-Weinberg, en la poblacién mestiza no se pudo
calcular, al ser todos los individuos homocigotos silvestres, y Unicamente se cumplié en la poblaciéon

kichwa, no asi en la afroecuatoriana.

Afroecuatorianos Kichwa

0,02

|

m AleoC m Aleio C

= Aleb T = Aleio T

Mestizos Total

0 0,02

= AleloC mAleloC

= AleioT = AleioT

Figura 7. Representacion de las frecuencias alélicas de CYP2C19*17

Tabla 13. Resultados de chi cuadrado y p-valor al comparar entre subgrupos étnicos de CYP2C19*17

X p Grados de libertad
Afroecuatorianos-Kichwa 3,37 0,185 2
Afroecuatorianos-Mestizos 0,95 0,620 2
Kichwa-Mestizos 2,31 0,129 1

4.4 Prediccion del fenotipo

La Tabla 14 recoge la prediccién de fenotipo, de acuerdo con las guias clinicas del CPIC (24), realizada

a los 109 individuos que fueron genotipados para los alelos CYP2C19*2y *17.
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Tabla 14. Prediccion del fenotipo en individuos genotipados para CYP2C19*2 'y *17

ML *2/*2 Ml *1/*2 MN *1/*1 MR 1/*17 MU *17/*17 Total

n (%) n(%) n(%) n(%) n (%)
Afroecuatorianos 4 (5,3%) 11(14,5%) 59 (77,6%) 1(1,3%) 1(1,3%) 76
Kichwas 0 (0%) 2(11,1%) 16 (88,9%) 0 (0%) 0 (0%) 18
Mestizos 2(13,3%) 3 (20%) 10 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%) 15
Total 6 (5,5%) 16 (14,7%) 85 (78%) 1(0,9%) 1(0,9%) 109

Xtest

X?:4.51(8 grados de libertad), p=0.809

En la Figura 8 se puede observar dicha prediccion. La presencia de MR y MU en la poblacién
estudiada es practicamente residual, inferior al 2%, de forma global, y el fenotipo metabolizador
normal es el mas frecuente en todos los grupos étnicos, con la menor prevalencia en la poblacidon
mestiza (66,7%). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los grupos étnicos
(p=0,809).

Afroecuatorianos Kichwas

b

o o

= ML = ML

u MI u MI
= MN = MN
= MR

MU

= MR

MU

Mestizos Total

00 0% o9

|
= ML
= MI = MI
= MN

m ML
= MN
= MR

MU

= MR
MU

Figura 8. Representacion del fenotipo (%) predicho en funcidén del genotipo de CYP2C19*2 y CYP2C19*17
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4.5 Comparacion con otras poblaciones

Por dltimo, en las Tablas 15 y 16 se recoge una comparacién entre las frecuencias poblacionales

obtenidas en nuestro estudio y las descritas en otras poblaciones a nivel mundial.

Tabla 15. Comparacién de frecuencias del alelo CYP2C19*2 en diferentes poblaciones

América
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*2(%) N Referencia
Y Este
Ecuador Interétnico 14,22 123 )
estudio
Ecuador NE 12,9 132 (70)
Ecuador Mestizo 7,8%* 297 (71)
Nativo norteamericano 11,36 823
Nativo centroamericano 5,73** 96
Nativo suramericano 5,37** 214
Paises
Mestizo 10,77 1898 (72)
ibero-americanos
Afrodescendiente 18,29 82
Caucasico 10,11 267
Judio ashkenazi argentino 13,50 163
Bolivia NE 7,8%* 778  (79)
Brasil Caucasico 25%* 38 (80)
Nativo americano 10,4 183
Caucasico 16,9 615
Brasil (81)
Mulato 16,5 315
Afrodescendiente 20,2 99




Resultados

Blanco (norte) 9 156
Blanco (noreste) 12,5 176
Blanco (sudeste) 12,5 176
Blanco (sur) 13,6 176
Marrdn (norte) 9,8 174
Marrdn (noreste) 13,1 174
Brasil (82)
Marrdn (sureste) 10,3 174
Marron (sur) 20,5* 176
Negro (norte) 17,6 174
Negro (noreste) 11,6 172
Negro (sureste) 16,7 170
Negro (sur) 10,5 164
Chile NE 8,3* 167  (83)
Colombia NE 8,6* 239 (84)
Mestizo 7,1%* 141
Bribri (nativo americano) 4,3 23
Chorotega (nativo americano) 12,5 36
Costa Rica (85)
Guaymi (nativo americano) 0** 24
Maleku (nativo americano) o* 12
Afrocaribefo 19,6 46
Estados Unidos Oglala Sioux (nativo americano) 11 98 (86)
Cubano 19,6* 1965
Estados Unidos (87)
Dominicano 15,6 942



Resultados

Puertorriqueiio 13 1863
Centroamericano g** 1182
Mexicano 11,7 4670
Suramericano 11,6 772
México-americano 9,7 346
Afroamericano 18,2 236
Estados Unidos Caucasico 12,7 273  (88)
Asiatico del este 28,9** 161
Asiatico del sur 31,2%* 80
Meéxico Mestizo 9,3*% 697 (89)
Mestizo 6,0** 125
Tarahumara (nativo americano) 31** 88
Purépecha (nativo americano) 5,4*%* 85
Meéxico (90)
Tojolabal (nativo americano) 3,6%* 43
Tzotzil (nativo americano) 5,6*%* 56
Tzeltal (nativo americano) 0o** 19
Caucasico
16,9 59
(88% europeos)
Mestizo
(75% europeos, 17% nativos 16,7 51
Venezuela americanos) (91)
Mestizo
(40% nativos americanos, 33% 26* 48

europeos, 27% africanos)



Resultados

Afrodescendiente y mestizo 17 82
(38% africanos y amerindios, 24%
europeos)
Afrodescendiente
(59% africanos, 26% nativos 21,9 41
americanos, 15% europeos)
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*2(%) N Referencia
Alemania Caucasico 15,2 423 (92)
Bélgica NE 9,1 121 (93)
Bosnia& .
. Caucasico 16,2 216 (94)
Herzegovina
Chipre NE 21 40 (93)
Croacia Caucasico 14,8 1002 (95)
Dinamarca NE 15 276  (96)
Islas Feroe
. NE 18,7 311 (96)
(Dinamarca)
Islas Orcadas
) NE 10,8 88 (93)
(Escocia)
Espafia Caucasico 12,8 282  (71)
Espafa y Portugal Caucasico 13,64 1521 (72)
Francia NE 18 359 (97)
Grecia NE 13,1 283  (98)
Roma 20,5%* 500
Hungria (99)
Hdngaros no-roma 12,6 370




Resultados

Italia NE 11 360 (100)
Kosovo Caucasico 13,03 234 (101)
Lituania NE 19 20 (93)
Malta NE 20 41 (93)
Noruega Caucasicos 15,2 328 (96)
Paises Bajos NE 15,8 215  (102)
Polonia NE 14,83 304 (103)
Serbia NE 16,3 500 (104)
Europa y Asia

Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*%2(%) N Referencia

Tartaro 16 141

(105)

Rusia Balkario 5,5%* 200

Ruso 11,38 290

Ulan-Ude (Buryat) 12,8 109 (106)
Rusia

Irkustk 10,2 118
Turquia NE 15,2 347  (107)

Asia

Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*%2(%) N Referencia
Arabia Saudi NE 11,2 201  (108)
Bahréin NE 14,6 75  (109)
Bangladesh NE 24,06%* 320 (110)
China NE 35,78%* 109  (111)




Resultados

Han 30%** 831
Hui 30,6** 85
China (112)
Uygur 22%* 352
Kazako 18,8 69
Han 29,7** 214
(113)
China Hui 32,4%* 108
Mongol 18,2 129
China Lin 35,6%* 163 (114)
China Hakka 31,06** 6686 (115)
Han 38,6** 136
China Uigur 32,48** 214
(116)
Hui 49,39%** 164
Mongol 41,46** 158
Corea NE 28,4** 271 (117)
India NE 32%* 2000 (30)
India NE 22%* 308 (118)
Sur de la India NE 40,2** 87 (119)
Lengua telugu 33%** 115
Lengua kannada 39%* 108 (120)
Sur de la India
Lengua malayalam 31** 118
Lengua tamil 38** 112
Irén NE 12,3 691  (121)




Resultados

Fars 15,3 180
Turco 25** 110
Irén Caspiano 9,6 73 (122)
Luro 35%* 80
Kurdo 26,3** 95
Judio yemenita 12,5 36
Judio sefardi 13,8 47 (123)
Israel
Judio etiope 19,6 28
Beduino (arabe) 12 50
Japon NE 26,7** 134 (124)
Jordania NE 12,3 158  (125)
Kuwait NE 22* 100 (109)
Libano NE 13,4 161 (126)
Malayo 23* 53
(127)
Malasia Chino 23* 68
Indio 38%** 20
Palestina NE 15,5 110 (128)
Chino 28** 100
Singapur Malayo 31** 100 (129)
Indio 32,5%%* 100
Thai 29%** 774 (130)
Tailandia
Burmes 30** 127



Resultados

Karen 28%** 131
Tunez NE 9* 258  (109)

Kinh 20,5** 100

Tay 38,3** 103 (131)
Vietnam Muong 33,8** 99

H’Mong 53,75%* 40

Nung 43,9%* 33

Africa

Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*%2(%) N Referencia
Egipto NE 10,9 247 (132)
Ghana NE 6** 204 (133)
Suddfrica NE 21,7 76 (134)
Tanzania NE 17,7 192 (134)
Zimbabue NE 13,1 84 (134)

*p<0,05; **p<0,01; NE: no especificado.

Tabla 16. Comparacion de frecuencias del alelo CYP2C19*17 en diferentes poblaciones

América
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*17(%) N Referencia
Ecuador Interétnico 2,10 214  Este estudio
Ecuador NE 9,5%* 132 (70)
Ecuador Mestizo 24,9%* 297 (71)
Paises ibero-americanos | Nativo norteamericano 1,88 823 (72)




Resultados

Nativo centroamericano 2,60 96
Nativo suramericano o** 214
Mestizo 12,33** 1898
Afrodescendiente 21,34%* 82
Caucasico 16,10** 267
Judio ashkenazi argentino 20,55%* 163

Brasil NE 17%* 50 (135)
Nativo americano 15,8** 183
Caucdsico 18** 615

Brasil (81)
Mulato 21,3** 315
Afrodescendiente 26,3** 99
Blanco (Norte) 11,5** 156
Blanco (noreste) 19,9** 176
Blanco (sureste) 14,2%* 176
Blanco (sur) 21,6** 176
Marron (norte) 16,1** 174
Marron (noreste) 19,3** 174

Brasil (82)
Marrdn (sureste) 13,8** 174
Marron (sur) 18,8** 176
Negro (norte) 17%* 174
Negro (noreste) 18** 172
Negro (sureste) 16,7** 170
Negro (sur) 20,4%* 164




Resultados

Colombia NE 20,9** 239  (84)
Mestizo 10,3** 141
Bribri (nativo americano) 4,3 23
Cho‘rotega | 28 36

Costa Rica (nativo americano) (85)
Guaymi (nativo americano) 2,0 24
Maleku (nativo americano) 0 12
Afrocaribefio 21,7*%* 46

Estados Unidos (Ongal':l\?os:r)::ricano) g 98 (86)
Cubano 0,4%* 1965
Dominicano 17,9** 942
Puertorriquefio 16,5%* 1863

Estados Unidos (87)
Centroamericano 11** 1182
Mexicano 10,6** 4670
Suramericano 10,9** 772
Caucdsico 22%x* 107

Estados Unidos Afroamericano 21** 114 (136)
Hispano 12** 108

Meéxico Mestizo 14,3** 238  (137)

Europa
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*17(%) N Referencia
Alemania Caucasico 25,6%* 423 (92)




Resultados

Bosnia & Herzegovina Caucasico 20,37** 216  (94)
Chipre NS 11%* 40 (93)
Croacia Caucasico 23,7** 1002 (95)
Dinamarca NE 20,1** 276 (96)
Islas Feroe (Dinamarca) | NE 15,4** 311 (96)
Espafia Caucasico 14,9** 282  (71)
Espaia y Portugal Caucasico 19,89** 1521 (72)
Grecia NE 19,61** 283  (138)
Kosovo Caucasico 19,01** 234  (101)
Lituania NE 25%** 20 (93)
Malta NE 26** 41 (93)
Noruega Caucasico 22%* 328 (96)
Polonia Caucasico 27,2%* 125  (139)
Serbia NE 22,2%* 500 (104)
Suecia NS 18** 314 (31)
Europa y Asia
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*17(%) N Referencia
Tartaro 27,3%%* 141
Rusia Balkario 14%** 200 (105)
Ruso 26,84** 136
Ulan-Ude (Buryat) 10,1** 109
Rusia (106)
Irkustk 23,3** 118




Resultados

Turquia NE 15,8*%* 347  (107)
Asia
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*17(%) N Referencia
Arabia Saudi NE 25,7** 201  (108)
Bangladesh NE 11,7** 320 (110)
Bahréin NE 27,3*%* 75 (109)
Shanghai o* 100
Xi'an 1,5 100
China (140)
Shenyang 2,08 100
Shantou 1,04 100
Han 1 831
Hui 2,9 85
China (112)
Uigur 3,1 352
Kazako 10,9** 69
Corea NE 1,5 271 (117)
India NE 13,95%* 2000 (30)
India NE 18%** 55 (45)
Sur de la India NE 19,2** 206 (119)
Irdn NE 21,60** 180 (141)
Fars 28,2%* 156
Irdn Turco 26,9%* 56 (122)
Caspiano 17,1** 32




Resultados

Lure 46,1** 13
Kurdo 21,4%* 14
Japon NE 1,3 265  (142)
Kuwait NE 25%* 100 (109)
Chino 1 100
Singapur Malayo 2,5 100 (129)
Indio 16,5%* 100
Tunez NE 21,3%* 258  (109)
Kinh 1 100
Tay 1,4 103
Vietnam Muong 1 99 (131)
H’Mong 0 40
Nung 0 33
Africa
Pais Grupo o clasificacion étnica CYP2C19*17(%) N Referencia
Egipto NE 17%* 190 (143)
Etiopia NE 17,9%* 190 (31)

*p<0,05; **p<0,01; NE: no especificado.

Los datos de las frecuencias descritas en las Tablas 15 y 16, se han plasmado en una representacion
grafica de la media ponderada de las frecuencias detectadas en los estudios realizados en diferentes
paises del mundo (Figuras 9 y 10). La frecuencia representada en Ecuador corresponde a la

detectada en este estudio.
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Figura 9. Representacion de las frecuencias (%) del alelo CYP2C19*2 a nivel mundial. En los paises con varios

estudios se aplicé una media ponderada para establecer la frecuencia. Creado a través de
mapinsenconds.com.

Sin datos

Figura 10. Representacion de las frecuencias (%) del alelo CYP2C19*17 a nivel mundial. En los paises con
varios estudios se aplicé una media ponderada para establecer la frecuencia. Creado a través de
mapinsenconds.com.
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Resultados

El analisis estadistico de las frecuencias observadas en este trabajo frente a las observadas en
poblacién ecuatoriana por Vicente et al (71) y de Andrés et al (70) mostré diferencias
estadisticamente significativas para el alelo CYP2C19*17 con ambos estudios, siendo p<0,01 en
ambos casos. Por otro lado, el alelo CYP2C19%*2 Unicamente presento diferencias significativas al

compararse con las reportadas por Vicente et al (71) (p<0,01).
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5.1 Utilidad del genotipado de CYP2C19 en poblacion ecuatoriana

En este trabajo, la determinacion de las diferentes variantes alélicas del gen CYP2C19 en una
poblacién ecuatoriana ha puesto de manifiesto que, de acuerdo con la prediccién del fenotipo en
base al genotipo, el 78% de los ecuatorianos presentan una actividad enzimdtica normal de Ila
isoenzima CYP2C19, mientras que el 1,8% y el 20,2% muestran una actividad aumentada y reducida,
respectivamente. Los resultados obtenidos sugieren que la mayoria de los ecuatorianos no
requeririan adaptaciones posolégicas basadas en el genotipado de CYP2C19, ya que presentarian
una actividad enzimatica normal, mientras que un pequefio porcentaje, inferior al 2%, podria verse
afectado por variantes de incremento de funcién enzimatica. Sin embargo, no es despreciable el
porcentaje hallado en la muestra de metabolizadores intermedios (14,7%) y lentos (5,5%). Es
precisamente en MLy Ml donde se han establecido recomendaciones con mayor nivel de evidencia
para la implicacion del genotipo CYP2C19 en la eficacia y seguridad de diversos farmacos, las cuales

estan avaladas por el CPIC, el DPWG y la RNPGx (34).

Como ya se ha comentado anteriormente, a dia de hoy existen guias clinicas que contienen
informacidon basada en datos genéticos de CYP2C19 para la adaptacién posolégica de algunos
farmacos de las familias de antidepresivos (AT e ISRS), de la familia de los IBP, del antiagregante
plaguetario clopidogrel y del antifungico voriconazol (38). Asi, es importante analizar la adaptacion

de estas guias a las poblaciones que se han estudiado en este trabajo.

Las primeras recomendaciones a las que se hara referencia son las aplicadas al tratamiento con
clopidogrel por encontrarse respaldadas por el mayor nivel de evidencia en el caso de MLy Ml (34).
El déficit de actividad enzimatica de CYP2C19 se asocia con mayor riesgo de fracaso terapéutico, con
menor inhibicidn plaguetaria, ya que el metabolismo reducido del CYP2C19 en ML y Ml disminuye
la Cmax y AUC del metabolito activo en un 30-50% y, por tanto, con la posibilidad de sufrir un evento
vascular a nivel cardiaco o cerebral que puede ser incluso mortal en pacientes que han sufrido un
sindrome coronario agudo y se han sometido a intervencidn coronaria percutanea (24,144). Es por
esta razon, que estas sociedades recomiendan tratamientos alternativos en estos pacientes o, en
concreto el DPWG, duplicar la dosis en MI para alcanzar el rango terapéutico (24,40,43). Por todo
ello, existiria una contraindicacion del tratamiento con clopidogrel en el 5,5% de los ecuatorianos
evaluados y en el 14,7% se requeriria una adaptacion posoldgica o, en su caso, utilizar un farmaco

antiagregante plaquetario que no se metabolice via CYP2C19.

No obstante, la eficacia y seguridad del tratamiento con clopidogrel esta influenciada por otros
factores. Asi, es de resaltar que en junio de 2009 la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos

Sanitarios (AEMPS) informé sobre la posible interaccion entre clopidogrel y los IBP por su capacidad
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de inhibir a las enzimas CYP2C19 (42). Se desaconseja el uso concomitante ya que reduce los niveles
de metabolito activo de clopidogrel y con ello su efecto antiagregante. En marzo de 2010, el Comité
de Medicamentos de Uso Humano (CHMP) al no existir datos suficientes para todos los IBP, concluyé
desaconsejar el uso concomitante de clopidogrel con omeprazol o esomeprazol o con otros
inhibidores de CYP2C19 (145).

Respecto a los otros farmacos ya citados anteriormente, los niveles de evidencia clinica que
presentan estas guias son menores, pero aun asi son suficientes para establecer ciertas
recomendaciones. En el caso concreto del voriconazol se han descrito diferentes causas para
explicar tanto la presencia de toxicidad como de fracaso terapéutico, relacionadas con la edad, el
estado de la funcion hepatica, medicaciones concomitantes o variantes genéticas que afecten a su
farmacocinética (44). Entre los efectos adversos asociados con los niveles plasmaticos de
voriconazol destacan la hepatotoxicidad, como elevacidn de las enzimas transaminasas que ocurre
en el 4-9% de los pacientes, o la hiperbilirrubinemia, con una frecuencia del 18% de los pacientes
tratados. También se han descrito alteraciones neuroldgicas, descritas en el 14% de los pacientes,
asi como alteraciones y alucinaciones visuales (44,46). Los estudios realizados en sujetos sanos
caucasicos y japoneses han demostrado que los ML tienen, de media, una exposicidn a voriconazol
(AUC) cuatro veces superior que los MR homocigdticos (146). En este sentido es relevante que el
20,2% de la poblacidn ecuatoriana analizada presenta una actividad reducida de CYP2C19 debida a
la presencia de la variante genética CYP2C19*2, por lo que su capacidad de metabolizar el
voriconazol se encuentra disminuida. Es por ello que, tanto CPIC como DPWG recomiendan utilizar
tratamientos alternativos o reducir la dosis en pacientes ML en tratamiento con este antiflingico
por el elevado riesgo de toxicidad, asi como incrementar la monitorizacién de niveles plasmaticos

en pacientes Ml (39,44).

También las guias de estas dos sociedades, asi como una guia australiana y otra neozelandesa,
proponen indicaciones para aquellos individuos MU para CYP2C19. En concreto, puede ser
recomendable utilizar tratamientos alternativos o incrementar la dosis de voriconazol (39,44,46).
Sin embargo, la frecuencia observada en este trabajo de este tipo de metabolizadores es muy baja,
inferior al 1%. Por lo tanto, en la poblacién estudiada ante una falta de eficacia de este farmaco la

causa mas probable seria ajena a los polimorfismos de CYP2C189.

Asimismo, las guias del CPICy el DPWG, sefialan que en MU tratados con IBP de primera generacion
o lansoprazol, IBP de segunda generacidn, seria necesario incrementar la dosis administrada. No
obstante, en este grupo de farmacos, el genotipado de CYP2C19 en la poblacidon ecuatoriana
analizada no seria coste efectivo, puesto que se trata de un grupo de metabolizadores muy poco

frecuente (0,9%) y las guias incluyen la opcidn de realizar el ajuste posolégico mediante
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monitorizacién o incluso de forma empirica si persiste la sintomatologia (35,39). Respecto al resto
de grupos de metabolizadores, Unicamente el CPIC propone la reduccion de dosis en pacientes ML
y Ml en tratamiento crénico, siempre y cuando se mantenga la eficacia terapéutica (35), mientras
que para el DPWG no se encuentra justificada la adaptacion posoldgica (39). Segun lo anteriormente
expuesto, tanto por razones clinicas como por la frecuencia de los diferentes polimorfismos
analizados, el genotipado de CYP2C19 en la poblacidn ecuatoriana que precise tratamiento con IBP

no se encontraria justificado de forma rutinaria.

Por ultimo, las guias que hacen referencia a los farmacos antidepresivos presentan mayores
discrepancias ya que las recomendaciones tanto del CPIC como del RNPGx son similares, no asi la
del DPWG (34). Teniendo en cuenta las recomendaciones propuestas por el CPICy la RNPGx, el 7,3%
de la poblacién ecuatoriana analizada deberia ser pautada en caso de requerirlo con antidepresivos
triciclicos que no sean metabolizados por el CYP2C19, ya que podrian presentar falta de respuesta
en MRy MU (1,8%) o riesgo de toxicidad en ML (5,5%). Ademas, en este Ultimo caso otra posibilidad
planteada seria reducir la dosis empleada un 50% (41,47). Respecto, a las recomendaciones
propuestas por el DPWG, no serian de gran utilidad en la poblacidén ecuatoriana, puesto que
Unicamente hacen referencia a los MU, 0,9%, para los cuales indican la necesidad de monitorizar el

tratamiento realizado con clomipramina (39).

En cuanto a los tres fdrmacos antidepresivos pertenecientes al grupo terapéutico de ISRS que son
metabolizados principalmente por CYP2C19, citalopram, escitalopram y sertralina, las tres
sociedades indican la necesidad de comenzar con dosis reducidas en pacientes ML por la posible
toxicidad, que en este trabajo representan el 5,5% la muestra. Especialmente grave seria el caso del
citalopram por la posible aparicién de arritmias (39,41,48). Atendiendo a las recomendaciones del
DPWG, en el caso de citalopram y escitalopram, dicha reduccidn es también aplicable a los Ml (39),
lo que aumenta al 20,2% la proporcién de ecuatorianos afectados segun los datos de este trabajo.
También se contempla en estas guias, la falta de respuesta en MU, con la recomendacién de evitar
la utilizacién de escitalopram (CPIC y DPWG) y citalopram (CPIC) (39,48). No obstante, en nuestro

caso, la poblaciéon afectada por estas ultimas advertencias seria un porcentaje muy bajo.

Por ultimo, en relaciéon a la busqueda de variantes genéticas relacionadas con el tratamiento
farmacoldgico, una de las principales ventajas de este tipo de estudios es la ausencia de hallazgos
incidentales, puesto que no se han comunicado variantes de CYP2C19 implicadas en enfermedades

mendelianas o asociadas a patologia comun (19).
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5.2 Influencia del origen étnico en la presencia o ausencia de las variantes analizadas

En lo referente a la genética poblacional, este estudio es el primero que ha evaluado la prevalencia
de las variantes alélicas CYP2C19*2 y *17 en diferentes etnias de la poblacién ecuatoriana como son
la afroecuatoriana, la kichwa y la mestiza. Esto ha permitido realizar un andlisis genético desde el
punto de vista antropolégico de la poblacidn de Ecuador. Asi, al comparar las frecuencias obtenidas
de CYP2C19*2 y *17 en las poblaciones de este trabajo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas ni entre ellas ni con los subgrupos étnicos analizados (Tablas 8-13).

Los resultados anteriores podrian deberse a varias circunstancias. Por un lado, no se efectud ningun
analisis genético para clasificar a los participantes en los grupos étnicos, ya que se asignaron
mediante autoidentificacion segun cultura y costumbres. Este sistema de clasificacidn fue el elegido
por ser también el utilizado en la elaboracién del censo ecuatoriano (50). Por ello, podria ser posible
qgue las comunidades analizadas se hayan relacionado con otros grupos étnicos, de manera que, si
bien a nivel cultural han mantenido su identidad, a nivel genético se habria producido un mestizaje
entre ellas. De esta forma las diferencias genéticas existentes en los grupos étnicos analizados se
habrian diluido con el paso del tiempo hasta dar lugar a la poblacién ecuatoriana actual. Esta
consideracion, como se ha mencionado, Unicamente puede realizarse para los alelos CYP2C19*2 y
*17, no asi para el alelo CYP2C19%3, el cual Unicamente se analizd en poblacion afroecuatoriana,

siendo imposible el estudio de diversidad interétnica.

Otra consideracién a tener en cuenta, es la falta de adherencia de la poblacidn afroecuatoriana al
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para que el equilibrio se mantenga, es necesario que en la poblacién
analizada se respeten las siguientes condiciones: poblaciones grandes, apareamientos aleatorios,
asi como ausencias de mutaciones, migraciones y seleccidon. Dado que la poblacidn afroecuatoriana
representa la de mayor tamafio muestral, no parece probable que el tamafio de la poblacién sea la
causa de la desviacidn, por lo que propuestas mds probables serian ausencia de apareamiento
aleatorio o migraciones. Sin embargo, al no haberse encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes grupos analizados en este trabajo, no parece que la desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg en poblacion afroecuatoriana tenga un gran impacto en los

resultados.

La comparacién de los resultados obtenidos en este trabajo con los comunicados por otros grupos
de investigacidn en poblacidn ecuatoriana muestra importantes diferencias, aunque no se plantean
los mismos objetivos. Uno de estos trabajos, llevado a cabo por de Andrés et al, tenia por objetivo
establecer la correlacién entre genotipo y fenotipo metabolizador en una poblacién ecuatoriana

para la que no se especificd la etnia (70). Por otro lado, en el estudio de Vicente et al, si que se



Discusion

especificé que Unicamente se incluyé poblacion mestiza, sin embargo, su principal finalidad fue
establecer una comparacién entre las frecuencias genotipicas de la poblacién ecuatoriana y la
espafnola, no tanto establecer una comparativa interétnica en Ecuador (71). De este modo, las
diferentes metodologias empleadas en la realizacién de los estudios, asi como la diversidad de los
objetivos planteados, podrian justificar las diferencias encontradas a nivel estadistico en las
variantes CYP2C19*2 y CYP2C19*17. La frecuencia descrita en este trabajo para CYP2C19*2 (14,2%)
es mayor respecto el estudio de Vicente et al (71), cuya frecuencia fue de 7,8%. En cuanto
CYP2C19*17, la frecuencia hallada fue intermedia (2,10%) entre la del trabajo de Andrés et al, (70)
y la de Vicente et al (71), 9,5% y 24,9% respectivamente. Seria necesario realizar investigaciones

mas exhaustivas para comprobar esta hipotesis.

Respecto a la comparacién de las frecuencias alélicas analizadas del CYP2C19 con las publicadas en
otros grupos poblacionales, es importante resaltar que la distribucidn de las diferentes frecuencias
de los alelos CYP2C19%*2, *3, y *17 se encuentra muy marcada por la etnia (15). En concreto, la
presencia de CYP2C19*2y *17 se asocia negativamente con ascendencia nativa americana, es decir,
su frecuencia es muy baja y no se espera encontrarlos en estas poblaciones (66,87). Por otro lado,
la presencia de alelo CYP2C19*2 se asocia con ascendencia africana y la de CYP2C19*17 se asocia
tanto con ascendencia europea como africana (66). Asi, la presencia de estos alelos en poblaciones
latinoamericanas podria atribuirse, entre otras causas, a la colonizacién (66,72). Por ultimo, la
distribucidon de CYP2C19*3, muy localizado en el este de Asia, y practicamente ausente tanto en
Europa como en Africa, sugiere un origen reciente del mismo, posterior a la diferenciacién de los
grupos étnicos caucasico, oriental y negro (35,87,100). De este modo, también se explica la ausencia
de portadores de CYP2C19*3 en poblacidn latino americana recogida en bases de datos como LDLink
(147).

En el grupo de afroecuatorianos de este estudio se refleja la misma situacidén que se reflejan en las
bases de datos poblacionales, ya que no se encontrd ningun portador de CYP2C19*3. Pero su
ausencia también podria deberse al pequefo tamafio muestral estudiado en este trabajo. Las
razones por las que no se ha podido analizar este alelo en los participantes pertenecientes a las
etnias kichwa o mestiza son tanto técnicas como econdmicas. La imposibilidad de acceder tanto a
las sondas TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para el analisis del alelo CYP2C19*3,
como a los reactivos requeridos para la realizaciéon de la PCR anidada con posterior digestion
enzimatica, impidié realizar la comparacidn interétnica en la poblacidn ecuatoriana. Por lo tanto,
aunque es esperable que la presencia de este alelo en poblaciéon ecuatoriana, tanto de etnia

afroecuatoriana, como mestiza o kichwa, tenga baja frecuencia, son necesarios estudios que
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incluyan participantes de las diferentes etnias que se encuentran en Ecuador, asi como un mayor

tamafio muestral para confirmarlo.

Por el contrario, el origen del alelo CYP2C19*2 parece ser mucho mas antiguo. Su distribucion esta
considerablemente mas extendida que CYP2C19*3, con frecuencias altas en diferentes grupos
étnicos de Europa, Asia y Africa, por lo que se puede considerar que deriva de una mutacién previa
a la separacién de los grupos étnicos caucasico, asiatico y africano (100). Aunque se encuentra en
una amplia variedad de poblaciones a nivel mundial, las frecuencias mds altas de este alelo se han
observado en poblaciones asiaticas, especialmente en paises del sur y sudeste del continente,

destacando China, India, Pakistan y Vietnam, con frecuencias superiores al 30% (Figura 9).

La presencia de CYP2C19%*2 en América es mucho mds variable en funcién, entre otras razones, por
el grupo étnico. La frecuencia global de CYP2C19*2 recogida en LDLink, en poblacién mestiza, es de
10,5%, con valores que se encuentran entre el 13%, detectado en puertorriquefios, y el 5,8%
registrado en peruanos (147). Si se tienen en cuenta los grupos étnicos, las frecuencias mas altas en
el continente americano corresponden a descendientes de grupos de asiaticos que viven en el este
y el sudeste en Estados Unidos, 28,9% y 31,2% respectivamente (88), lo cual se corresponde con la
mayor frecuencia de este alelo en la regién del sur y sudeste asiatico. Valores igualmente altos, del
31%, también se detectaron para este alelo en los tarahumaras, que es una poblacién nativa

americana de México (90).

Sin embargo, las frecuencias descritas por diferentes estudios en poblaciones nativas americanas, a
excepcion de los tarahumaras ya mencionados, son en su mayoria menores (Tabla 15). En primer
lugar, existen diferencias geograficas dentro de las propias poblaciones indigenas. La frecuencia de
CYP2C19*2 en los poblaciones amerindias de los paises iberoamericanos es del 9,75%, aunque
parece que la frecuencia en Norteamérica es superior, cercana al 11%, frente al 5,73% y 5,37%
detectados en el centro y sur de América, respectivamente (72). Esta frecuencia mas elevada en la
region norte, también se detecté en la tribu Oglala Sioux (11%) del estado de Dakota del sur, al norte
de los Estados Unidos (86). Sin embargo, en México, a pesar de ser parte de Norteamérica, con la
excepcion de los tarahumaras, las frecuencias detectadas en otras poblaciones nativas son
inferiores, tzotzil (5,6%), purépecha (5,4%), tojolabal (3,6%) y tzeltal (0%) (90), mas proximas a las

observadas en pueblos indigenas del centro y sur de América (72).

Las frecuencias descritas en las poblaciones nativas americanas de Centro y Suramérica tampoco
muestran homogeneidad. Por un lado, en Brasil se han obtenido frecuencias de 10,4% en
poblaciones indigenas (81). Por otra parte, en Costa Rica existen tanto etnias, como la guaymi o

maleku, donde no se ha detectado el alelo mutado, o los bribir, donde CYP2C19*2 aparece en una
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frecuencia del 4,3%, mientras que en otras, como los chorotega, se han encontrado frecuencias del

12,5%, si bien en este grupo se detectd un 22% de ascendencia europea (85).

No obstante, es importante destacar el tamafio muestral reducido de algunas de las etnias
analizadas en estos estudios (12 malekus, 23 bribirs, 24 guaymis, 36 chorotegas, o 19 tzeltals).
Ademas, al igual que ocurrid en la etnia chorotega, en la etnia bribir el porcentaje de ascendencia
europea también era bastante elevado, del 18% (85,90). Por otro lado, en los estudios realizados
por Naranjo et al y Santos et al, que si que contaron con un importante tamano muestral (823
nativos norte americanos, 96 nativos centroamericanos, 214 nativos suramericanos y 183 indigenas
brasilefos), no presentan datos desglosados en funcién de etnias concretas, por lo que no se pueden

realizar comparaciones mds precisas (72,81).

Respecto a las frecuencias observadas en la poblacion mestiza y afrodescendiente en América
también presentan gran variabilidad (Tabla 15), 6,9-26% en mestizos y 16,5-21,9% en
afrodescendientes, lo cual se puede explicar por los diferentes grados de mestizaje. Al comparar de
manera global con paises iberoamericanos, no se han detectado diferencias significativas entre la
frecuencia de CYP2C19%*2 en nativos americanos (9,75%) y la poblacién mestiza (10,77%), aunque si
con la poblacién afrodescendiente (18,29%) (72). Hay que tener en cuenta que, en dicho estudio, se
observé una sobrerrepresentaciéon de nativos norteamericanos respecto a los nativos del resto del

continente, que se trataria del grupo donde es mayor la frecuencia de CYP2C19*2.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio se encontrarian dentro de las frecuencias alélicas
CYP2C19*2 esperadas en el continente americano. Sin embargo, no es posible esclarecer si la
poblacién presenta un origen predominantemente nativo americano o mestizo, puesto que, si bien
la frecuencia encontrada, 14,22%, de forma global sugeriria una poblacién mestiza, también se han
detectado frecuencias altas de este alelo en poblaciones nativas. Asi mismo, es importante resaltar
que, incluso en poblaciones tedricamente indigenas, existe ascendencia europea o africana debido
al importante mestizaje que se llevé a cabo en la regidn y que, en concreto en poblacidn kichwa
ecuatoriana, se ha detectado hasta un 7% de contribucidon europea en marcadores autosémicos

(51,53).

La informacién acerca del ultimo haplotipo analizado en el presente estudio, CYP2C19*17, es mucho
mas limitada, debido principalmente a su descubrimiento mas reciente, en 2006 (31). Se trata de un
alelo con frecuencias importantes en Europa, Africa y Asia, aunque en este Gltimo caso, su presencia
es mayoritaria en regiones del sur y de oriente medio, puesto que apenas aparece en la regidn este

del continente asiatico (Figura 10).
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Respecto a la informaciéon disponible en bases de datos en poblacién americana, en LDLink, la
frecuencia global de este alelo en mestizos americanos es del 12%, aunque, al igual que ocurre con
CYP2C19*2, existe también variabilidad regional. La poblacion donde mas representado se
encuentra este alelo es la puertorriqueiia (18%) y en la que aparece con menor frecuencia se
corresponde con Peru (4%). De forma similar a CYP2C19*2, en el resto de poblaciones, colombianos
y estadounidenses de Los Angeles de ascendencia mexicana, la frecuencias son similares a la global,

13y 12% respectivamente (147).

De la misma manera que para CYP2C19*2, también se debe tener en cuenta la etnia de los
individuos analizados a la hora de establecer las frecuencias de CYP2C19*17. En concreto, en el
continente americano, las frecuencias mas altas se encuentran en poblacién afrodescendiente
(16,7-26,3%) (Tabla 16). La frecuencia detectada del alelo T de CYP2C19*17 fue superior al 20% en
la mayoria de los grupos de afroamericanos descritos en la bibliografia (72,81,85,136). La Unica
excepcion se corresponde con un estudio llevado a cabo en poblacidn brasileiia, el cual tuvo en
cuenta, ademas de la etnia, la distribucion geografica en el pais. En dicho estudio, se determinaron
las frecuencias mas bajas (16,7-18%) en las regiones norte, noreste y sureste del pais. Unicamente

en el sur se las frecuencias observadas fueron superiores al 20% (20,4%) (82).

Ademas de en grupos poblacionales afroamericanos, también se han hallado frecuencias elevadas
en poblaciones cauciasicas del continente americano, como los judios ashkenazi argentinos (20,55%)
(72), poblacién del sur de Brasil (21,6%) (82) o estadounidenses (22%) (136). Aunque en la mayoria
de estos estudios los datos muestran frecuencias ligeramente inferiores a las de poblacidn
afrodescendiente (11,5-19,9%) (72,81,82). Estos resultados son previsibles, teniendo en cuenta que
la poblacion africana (23,5%) y europea (22,4%) (37) presentan una mayor frecuencia del alelo
CYP2C19*17.

Por el contrario, en las poblaciones amerindias apenas hay presencia de CYP2C19*17, siendo inferior
al 5% en las etnias guaymi y maleku de Costa Rica. Este patrdn se repite incluso en las etnias bribri
y chorotega, que poseen una importante ascendencia europea, del 18 y 22% respectivamente (85).
Estas frecuencias también fueron similares a las observadas a nivel mundial en otros grupos de
norteamericanos, centroamericanos y suramericanos analizados por Naranjo et al (72). A pesar de
estos resultados, también se han descrito frecuencias mas elevadas en la literatura. Asi, en el estudio
de Santos et al, realizado en Brasil, la frecuencia observada fue de 15,8% (81), y en el trabajo de
Oestrich et al, llevado a cabo en norteamericanos de la tribu Oglala Sioux en Estados Unidos fue del
9% (86). Todo ello podria sugerir un origen mas reciente de esta variante alélica respecto a la
variante CYP2C19*2, aunque también hay que destacar que se encuentra menos estudiada por su

identificacion mas reciente.
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Respecto a los resultados encontrados en el estudio realizado por Melin et al en una poblacidon
cubana (0,4%), se podrian consideran llamativos, lo que podria asociarse con un error de
transcripcién, puesto que en este mismo trabajo la frecuencia de la variante CYP2C19*3 fue 13,5%
(87) y la de la variante alélica CYP2C19*17 en poblacion mestiza o en aquella en la que no se
especifica la etnia del continente americano, es del 12-20,9% (Tabla 16). Dicha frecuencia se
asemeja a la descrita en otros grupos caucasicos del continente americano, lo cual también es
esperable, puesto que la contribucidn correspondiente a la ascendencia europea es elevada tanto
en algunos grupos considerados caucdsicos, por ejemplo en judios ashkenazi argentinos (88%),

como también en algunas poblaciones mestizas procedentes de Brasil (68%) o Cuba (64%) (66).

Asimismo en el alelo CYP2C19*17, las diferencias observadas entre las poblaciones amerindias,
mestizas y afrodescendientes a lo largo del continente americano, son significativas segun el estudio
iberoamericano de Naranjo et al, de la misma manera que ocurre con la variante CYP2C19%*2 (72).
Teniendo en cuenta ese trabajo, los resultados que se han obtenido en el presente trabajo (2,10%)
nos indicarian que la poblacién analizada es predominantemente amerindia, a pesar de que la

poblacién ecuatoriana es de origen principalmente mestizo.

Para entender las frecuencias alélicas encontradas en este estudio y la posible disparidad que se
puede observar en otros estudios realizados en poblacidn ecuatoriana, se debe tener en cuenta los
estudios antropoldgicos realizados previamente. Asi, la poblacién mestiza de Ecuador, a nivel
genético, posee una importante contribucion indigena. En general, se ha establecido que la
poblacidén ecuatoriana presenta porcentajes de ancestros indigenas del 61,5%, europeos del 32,9%
y africanos del 5,6% (66). Ademas, la contribucidn realizada por la etnia kichwa, en algunos estudios,

ha llegado a alcanzar el 71,2% (65).

El analisis de las frecuencias alélicas realizadas en este estudio, entre los grupos étnicos kichwas,
mestizos y afroecuatorianos, no han presentado diferencias significativas. A pesar de las diferencias
existentes a nivel fenotipico y cultural entre estos tres grupos, a nivel genético la poblacidn
ecuatoriana ha experimentado durante décadas un importante grado de mestizaje, aunque siempre
manteniendo una importante contribucidon indigena. Este hecho se ve reflejado en los
polimorfismos farmacogenéticos estudiados, especialmente en el haplotipo CYP2C19*17, cuya baja
frecuencia en este trabajo se correlaciona de forma importante con otras poblaciones nativas

americanas.

De este mismo modo, las frecuencias descritas en este estudio son muy similares a las de Peru, pais
con el que Ecuador comparte frontera y en el que también viven algunas etnias que comparten

similitudes a nivel de lenguaje con los kichwas, como son los quechuas (53,63). Al igual que la
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poblacién ecuatoriana, la poblacién peruana también es predominantemente mestiza, aunque con
una importante contribucidn amerindia (71,1%), superior incluso a la reportada por algunos
estudios realizados en poblaciones ecuatorianas (66). Al observar los datos recogidos en LDLink, la
poblacién peruana presentd las menores frecuencias de poblacién mestiza americana, tanto para la
variante alélica CYP2C19%*2 (5,5%) como para CYP2C19*17 (4,1%) (147). Segun estos resultados, en
una poblacién de Ecuador se podria esperar un patron de frecuencias similares, aunque ligeramente
superiores, teniendo en cuenta que la mayoria de estudios descritos muestran contribuciones de
poblacién amerindia en Ecuador inferiores a las de Perd. En este trabajo, esto se evidencia con las
frecuencias observadas del alelo CYP2C19%*2 (14,2%). Sin embargo, en el caso del alelo CYP2C19*17
las frecuencias son incluso inferiores a las peruanas (2,1%), sugiriendo un mayor componente nativo

americano.

También se debe sefialar, que los porcentajes de ascendencia nativa americana, tanto en la
poblacién mestiza ecuatoriana como en la peruana, son iguales o incluso superiores a los hallados
en algunas poblaciones amerindias como los chorotega de Costa Rica (69%) o los mayos de México
(61%) (66). Este dato reafirma nuestros resultados, con frecuencias de CYP2C19*2 y *17 similares a
las observadas en poblaciones nativas americanas y resalta que, como ya se ha comentado, aunque

Ecuador sea un pais mestizo cuenta con una importante ascendencia amerindia.

Teniendo en cuenta estos datos, asi como las diferencias observadas con otros estudios realizados
en poblacién ecuatoriana, se requeririan nuevos estudios que permitiesen corroborarlos, asi como

explicar las diferencias observadas respecto a CYP2C19*17.

Por dltimo, es importante resaltar que la mayoria de los estudios genéticos se han realizado en
poblaciones europeas, con una importante infrarrepresentacion del resto de etnias (69). Este sesgo
afecta también a los estudios realizados sobre variantes farmacogenéticas en Latinoamérica y puede
explicar las bajas frecuencias de variantes que afecten a la funcién del gen CYP2C19 detectadas en
poblacién ecuatoriana en particular, y en poblacidn nativa americana en general. Estas bajas
frecuencias pueden deberse al desconocimiento de variantes propias nativas americanas que
puedan afectar a la funcidon enzimatica, de manera que la proporcion de ML y MU puede
encontrarse infraestimada en esas poblaciones (72). Es, por tanto, necesario incluir en los estudios
poblacionales participantes de las diferentes culturas nativas americanas, de manera que se puedan
identificar nuevas variantes, no solo de CYP2C19, sino de otros genes implicados en el metabolismo
de farmacos, y que, posteriormente, estas variantes sean estudiadas para comprobar como afectan
a lafuncionalidad de la enzima codificante y desarrollar guias clinicas que las incluyan. De esta forma

se podrd contribuir en la practica de una medicina realmente personalizada.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que pueden extraerse de este trabajo son:

e La frecuencia de la variante alélica A del haplotipo CYP2C19%*2 (c.681G>A; rs4244285),
asociada a ausencia de actividad, es similar entre las poblaciones kichwa, mestiza y
afroecuatoriana de Ecuador. La frecuencia de esta variante es similar a la observada en otras
poblaciones mestizas y amerindias del continente americano, asi como a la de la mayoria

de poblaciones europeas, africanas y de la regién mas occidental de Asia.

e La variante alélica T del haplotipo CYP2C19*%17 (c.-806C>T; rs12248560), asociada a
incremento de actividad, presenta una frecuencia similar entre las poblaciones kichwa,
mestiza y afroecuatoriana de Ecuador. Ademas, la frecuencia de esta variante es similar ala
observada en algunas poblaciones amerindias y en la regién del este asiatico, con
importantes diferencias al compararla con poblaciones europeas o africanas, asi como con

poblaciones mestizas americanas con gran influencia europea y/o africana.

e La frecuencia de la variante alélica A del haplotipo CY2C19*3 (c.636G>A; rs4986893),
asociada con ausencia de actividad, en una poblacién afroecuatoriana de Ecuador es similar
a la observada en otras poblaciones descritas en la bibliografia, con la excepcién del este de

Asia, que presenta una mayor prevalencia a nivel global.

e La presencia de metabolizadores rapidos y ultrarrdapidos de CYP2C19 en la poblacidon
ecuatoriana es muy baja, sin embargo, un 20% de dicha poblacién presenta un metabolismo

reducido.

e Existen recomendaciones, con elevado nivel de evidencia, que aconsejan que el uso de
clopidogrel en la poblacién ecuatoriana con un metabolismo reducido CYP2C19, estaria
contraindicado o requeriria duplicar la dosis administrada para alcanzar el efecto

terapéutico.

e Eluso de alternativas al voriconazol, a pesar de existir un menor nivel de evidencia, también
es recomendable en el 5,5% de la poblacidn ecuatoriana, asi como utilizar dosis superiores

enel 14,7%.

e En cuanto a los antidepresivos, el 5,5% de los ecuatorianos requeririan dosis reducidas al
iniciar el tratamiento con AT, citalopram, escitalopram o sertralina, incluso seria necesario
considerar alternativas. En el caso de citalopram y escitalopram estas recomendaciones
también pueden ser aplicables al 14,7% de la poblacién, que es metabolizadora intermedia.

Estas recomendaciones cuentan con nivel de evidencia moderado u opcional.



Conclusiones

e Elgenotipado de CYP2C19 no tiene utilidad clinica en la poblacion de Ecuador estudiada que

precise tratamiento con IBP.

e La poblacidn ecuatoriana estudiada presenta un importante grado de mestizaje, de manera
que las diferencias entre los grupos étnicos son principalmente culturales y no genéticas.
Asi mismo, la poblacién ecuatoriana cuenta con una fuerte presencia de ancestros

amerindios.
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Anexo |: Aprobacién del Comité de Etica de la Universidad Central del Ecuador

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
COMITE DE ETICA

FACUL‘\'AD’;H CIENCIAS MEDICAS |

DECANATO |

Quito, 29 de marzo de 2019 /) RECEPCION DE DOCUMENTOS |
Oficio No. 120-CE-UCE-2019 HORA

FECHA 12724

Doctor

Fabricio Gonzdlez Andrade

DOCENTE - INVESTIGADOR

COORDINADOR DE LA UNIDAD DE MEDICINA TRASLACIONAL
FACULTD DE CIENCIAS MEDICAS

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

Presente

De mi consideracion:

Para los fines pertinentes me permito remitir el certificado de VIABILIDAD ETICA, emitido
por el Subcomité de Etica de Investigacion en Seres Humanos a su Protocolo de
Investigacion con el tema: “Frecuencias genéticas de citocromos implicados en el

mefa::oli‘?dg antipsicéticos y otros medicamentos desde una perspectiva étnica”
A'ren/ mentef /

Adjunto un certificado de Viabilidad Etica

c/c Subcomité de Etica de Investigacién en Seres Humanos

¢/e Archwo
Direccién: Ciudadela Universitaria Teléfono: 2904-211 / 2902-192
Primer Piso Edif. Servicios Generales E-mail: comite.etica@uce.edu.ec
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UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS
Aprobado por MSP: Of. No.MSP-VGVS-2017-0955-0/21-11-2017

APROBACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION
ESTUDIOS OBSERVACIONALES

El Subcomité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad
Central del Ecuador (SEISH-UCE), informa que una vez analizados los
fundamentos metodoldgicos, bioéticos y juridicos, APRUEBA el Protocolo de
Investigaciéon denominado:

“Frecuencias genéticas de citocromos implicados en el metabolismo de
antipsicéticos y otros medicamentos desde una perspectiva étnica”,
Codigo 007-FCM-UCE-DD-2019, presentado por el (la):

DR. GONZALEZ ANDRADE FABRICIO
La aprobacion tiene una vigencia de 24 meses (de acuerdo a la duracién del
estudio). Se le recuerda que se debe informar al SEISH-UCE, el inicio del desarrollo
de la investigacion aprobada. Y una vez que se concluya con el estudio se
debe presentar un informe final del resultado de la misma a este Subcomité.

Quito, 19 de marzo de 2019

Dr. Fernando Salazar Manosalvas Dr: Paificio Pazan Ledn

PRESIDENTE SECRETARIO
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Anexo II: Formulario de Consentimiento Informado

Formulario de Consentimiento Informado

Objetivo del proyecto: determinar las relaciones genéticas existentes entre los grupos
étnicos poblacionales de ecuador, La genética de poblaciones es el estudio de las
fuerzas que alteran la composicion genética de una especie, Se ocupa de los
mecanismos de cambio microevolutivo: mutacion, seleccion natural, flujo génico y
deriva génica,

Participacion voluntaria: Usted puede elegir libremente si desea participar en este
estudio o no, No habra ningun tipo de penalizacidn si usted no desea participar o desea
retirarse del estudio en cualquiera de las fases de este proyecto, no pediremos ninguna
explicacion de su retiro, Es necesario que comprenda de forma inequivoca lo que se
necesita de usted en este proyecto, por lo que estamos siempre dispuestos a contestar
sus preguntas o aclarar sus dudas; de igual manera a brindarle informacién detallada
de la fase del proyecto en donde nos encontremos, por favor preguntele al
entrevistador o contacte con alguna de las personas que se nombra al final de esta hoja,
Su participacion en este proyecto no tiene ningun costo,

Extraccion de sangre: Un profesional de la salud le realizara una puncién en uno de los
dedos de su mano y la sangre serd recolectada en una tarjeta FTA® Whatman,
Confidencialidad: Toda la informacidn que usted proporcione serd mantenida en
absoluta confidencialidad y sera utilizada solamente para propdsitos de investigacion
sin ninguna conexion a su nombre, Los resultados generales de la investigacion serdn
compartidos con la comunidad cientifica en general,

Riesgos y beneficios: Debido a que el método es solamente tomar una muestra de
sangre (método convencional de diagndstico), no existen riesgos para su salud, El
beneficio de su participacién es poder establecer los mecanismos de cambio
microevolutivo: mutacién, seleccidon natural, flujo génico y deriva génica, Esto ayudara
a la comunidad cientifica a entender las relaciones genéticas existentes entre los
ecuatorianos modernos,

Nombre de la persona que toma la muestra:

Ubicacién:

Cantoén:

Provincia:
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Consentimiento Informado

Yo,

con CC,

Acudo libre, voluntaria y de forma altruista para donar una muestra de mi sangre
gue sera obtenida de uno de mis dedos de la mano, y que sera colectada en una
tarjeta FTA, para su posterior analisis de ADN con fines antropolégicos, poblacionales
y de investigacidn genética y gendmica, Dicha muestra NO serd utilizada para fines
diagndsticos o de tratamiento individual, Las muestras obtenidas seran andnimas, se
archivaran de forma adecuada, y los datos genéticos del estudio seran
confidenciales, La muestra donada podra servir para todo tipo de analisis de ADN
con fines de investigacion cientifica, y no podra ser utilizada para fines comerciales
u otros fines no autorizados en este consentimiento, Declaro también que apoyo la
investigacion cientifica, como un mecanismo de desarrollo social, y de avance del
conocimiento, por lo que mi participacion en este proyecto es desinteresada y sin
fines de lucro, Autorizo a los investigadores del estudio a utilizar la muestra donada
en la investigacidon propuesta, u otras que pudieran derivarse de los conocimientos
obtenidos a través de la misma,

Declaro que he leido el presente documento, y estoy plenamente de acuerdo con el
mismo,

Firma:

Fecha:
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Anexo Ill: Hoja de recogida de datos

Donante

Apellidos

Nombres

Edad

Sexo

Etnia

Idioma (lenguaje)

Lugar de nacimiento

Lugar de residencia

Condicion de salud

(sano)

Padre Madre

Apellidos Apellidos
Lugar de nacimiento Lugar de nacimiento
Lugar de residencia Lugar de residencia
Etnia Etnia
Condicion de salud Condicion de salud
(sano) (sano)

Idioma (lenguaje) Idioma (lenguaje)
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Abuelo paterno
Apellidos
Lugar de nacimiento
Lugar de residencia
Etnia

Condicién de salud
(sano)

Idioma (lenguaje)

Abuelo materno
Apellidos
Lugar de nacimiento
Lugar de residencia
Etnia

Condicién de salud
(sano)

Idioma (lenguaje)

Abuela paterna
Apellidos
Lugar de nacimiento
Lugar de residencia
Etnia

Condicién de salud
(sano)

Idioma (lenguaje)

Abuela materna
Apellidos
Lugar de nacimiento
Lugar de residencia
Etnia

Condicién de salud
(sano)

Idioma (lenguaje)
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Abstract: CYP2C19 is a highly polymorphic gene responsible for the metabolism of commonly
used drugs. CYP2C19*1, the wild-type allele, is associated with normal enzyme activity, whereas
CYP2C19*2 and CYP2C19%*17 lead to null and increased enzyme activity, respectively. The use of
different instruments to perform the same pharmacogenetic tests should not affect the reliability of
the results reported to clinicians, as required by the ISO 15189 standard. Genotyping assays allowed
for the identification of gene variants corresponding to the CYP2C19*2 and CYP2C19*17 haplotypes
in 44 selected samples. Each sample was analyzed in duplicate using the Thermo Fisher Tagman
Drug Metabolism probes CYP2C19*2: ¢_25986767_70 (rs4244285) and CYP2C19%*17: c¢_469857_10
(rs12248560). The experiments were performed on two widely used types of real-time PCR analyzers:
ABI PRSIM™7500 and QuantStudioTM12KFlex (both from Applied Biosystems, Thermofisher). The
data were analyzed in a Thermo Fisher Cloud facility. The analysis was performed independently by
two qualified professionals. Both different instruments and analysts’ interpretations were consistent in
identifying the native homozygous, heterozygous, and mutant homozygous variants for CYP2C19*2
and CYP2C19*17. The results provided by both the primary and backup analyzers showed a perfect
correlation. This would allow for the use of the backup analyzer in case the main one is not available.

Keywords: accreditation; analytical techniques and equipment; CYP2C19; molecular diagnostics;
pharmacogenetics; standardization

1. Introduction

Interindividual variability in drug response is a major clinical problem. Cytochromes
P450 (CYP) catalyze a wide variety of drugs, enabling their bioactivation and elimination
from the body. The CYP superfamily consists of 18 families and 44 subfamilies. The CYP 1
to 3 families are involved in phase I drug metabolism, whereas CYP 4 to 51 are associated
with endobiotic metabolism. CYP2C19 is responsible for the metabolism of commonly used
drugs, including clopidogrel and voriconazole [1].

The CYP2C19 gene is highly polymorphic and contains up to 36 star (*) alleles, as cur-
rently catalogued by the Pharmacogene Variation Consortium (PharmVar) [2]. CYP2C19*1
is considered to be the wild-type allele, which is associated with a “normal metabolizer”
phenotype or normal enzyme activity. Heterozygous carriers of non-functional alleles (e.g.,
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*2 and *3) are classified as “intermediate metabolizers”. Finally, two non-functional alleles
(e.g., *2/*2, *2/*3, and *3/*3) result in null enzyme activity and are therefore classified as
“poor metabolizers”. Conversely, CYP2C19*17 increases enzyme activity and is associated
with “rapid” (*1/*17) and "ultrarapid" (*17/*17) metabolizer phenotypes. The distribution
of CYP2C19 alleles varies in different populations, with overall frequencies of 15%, 0.02%,
and 22% for CYP2C19*2, *3, and *17, respectively [3].

The anticoagulant clopidogrel is used to reduce the risk of myocardial infarction and
stroke in patients with acute coronary syndromes and /or after percutaneous coronary inter-
vention. Clopidogrel is a prodrug that requires hepatic biotransformation via CYP2C19 to
produce the active metabolite. According to the recommendations of the Clinical Pharma-
cogenetics Implementation Consortium (CPIC), poor metabolizers treated with standard
doses of this drug may have significantly reduced clopidogrel active metabolite formation,
leading to increased on-treatment platelet reactivity and an increased risk of adverse car-
diac and cerebrovascular events. Alternatively, rapid and ultrarapid metabolizers show
an increased formation of clopidogrel active metabolite and lower on-treatment platelet
reactivity, although there is no association with an increased bleeding risk [4].

Voriconazole is a broad-spectrum antifungal agent used to treat invasive fungal in-
fections (IFI), including aspergillosis, candidiasis, and infections caused by Scedosporium
aspiospermum and Fusarium spp. IFls are an important cause of morbidity and mortal-
ity in critically ill children and immunocompromised individuals. The therapeutic drug
monitoring of voriconazole is necessary to ensure its efficacy and to avoid adverse effects.
Low serum concentrations have been associated with treatment failure, while high serum
concentrations lead to adverse effects, such as neurotoxicity [5-7]. The therapeutic drug
monitoring of voriconazole has become the standard practice in many hospitals. In addi-
tion, the CYP2C19 genotype can significantly reduce subtherapeutic and supratherapeutic
voriconazole concentrations in individuals at risk of serious infections [8].

Ensuring the best patient care requires the reliable performance of laboratory tech-
niques. In this regard, the medical report sent to the clinician should be accurate regardless
of the equipment used, and ISO 15189 [9]-ccredited laboratories must define a mechanism
to allow for a comparison of results when they are provided by different analyzers [10].
Moreover, the compatibility of different analytical systems allows for faster results when
needed. The aim of this study was to describe the compatibility, accuracy, and correlation
of CYP2C19 genotyping results obtained from two different types of automated analyzers
used in daily practice.

2. Materials and Methods
2.1. Setting

The Navarra Health Research Institute (IdiSNA) is a multidisciplinary and transla-
tional biomedical research institute focused on basic, clinical, epidemiological, and health
services research located in Pamplona (Navarra, Spain). IdisNA research groups are located
at the Universitary Hospital of Navarra (HUN), the Public University of Navarra (UPNA),
the University Clinic of Navarra (CUN), the University of Navarra (UN), the Center for
Biomedical research (Navarrabiomed), the Center for Applied Medical Research (CIMA),
and the Institute of Public and Occupational Health and Primary Care of the Navarra
Health Service. Two types of real-time PCR analyzers are available for CYP2C19 analysis:
the ABI PRIM™7500 detection system and the QuantStudioTM12KFlex (both from Applied
Biosystems, ThermoFisher Scientif, Inc., Walthman, MA, USA). The ABI PRISM™7500 is the
reference analyzer, while the QuantStudioTM12KFlex would be used as the backup system.

These two analyzers use the same reagents and have similar methodologies and
software. However, the QuantStudio 12KFlex is a more versatile analyzer as it maximizes
throughput with minimal resources, since it allows for the use of 96-well, 384-well, and open
array plates using interchangeable adapters without the need for additional tools, while
the ABI PRIM™7500 only allows for the use of 96-well plates. In addition, up to four open
arrays can be run simultaneously in a single experiment in the QuantStudio 12KFlex. It also
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features a faster start-up, with the possibility of starting an experiment with 12,000 data
points in up to 20 min and the possibility of automation thanks to its compatibility with the
Thermo Scientific Orbitor RS2 microplate handler for open array systems.

Knowing the CYP2C19%2, *3, and *17 allele frequencies and taking into account the
population in our community, only CYP2C19*2 and *17 are routinely analyzed in daily practice.

2.2. Materials

A total of 44 samples were selected for genotyping for CYP2C19*2 (23 samples) and
*17 (21 samples). In total, 18 out of 23 samples for CYPC19*2 and 18 out of 21 samples for
CYP2C19*17 were of good quality. Samples with low DNA quality or quantity were also
tested in order to evaluate the resolution of the analyzers.

All the research procedures were conducted in agreement with the Declaration of
Helsinki and its subsequent revisions.

2.3. Methods

The study was based on the analysis of 44 samples (23 samples for CYP2C19*2 and
21 samples for CYP2C19%17). The DNA extraction methods varied according to sample
availability: (a) DNA extraction from filter paper using the Dried Blood Spot DANA
Isolation Kit (Norgen Biotek Corp. ™, Thorold, ON, Canada) and (b) DNA extraction from
5 mL of peripheral blood using the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). The filter paper
method required an amplification step in order to improve the DNA quality and quantity.
Previously described protocols by Itoh K. et al. and Balwin R.M. et al. were used [11-13],
with the primers listed in Table 1. The sample quality and quantity were assessed using a
NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scientific).

Table 1. List of primers used in CYP2C19*2 and *17 genotyping.

Gen PCR Primer Sequence Reference
F: 5’ TTTGAGCCCCTCCCACTTS . .
CYPaCIon) PCR-1 R: 5 CCTCCTGTGCTGATCTCACS! Home made primers and PCR conditions from [11]
PCR-2 F: 5 AATTACAACCAGAGCTTGGCS Primers from [12] and PCR conditions from [11]
R: 5 TATCACTTTCCATAAAAGCAAG3’
PCR-1 F: 5’GCCCTTAGCACCAAATTCTC3'
R: 5’ ATTTAACCCCCTAAAAAAACACG3
CYP2C19*17 pcry FIAAATTTGTGTCTTCTGTTCTCAATGY Primers and PCR conditions from [13]

R: 5’ AGACCCTGGGAGAACAGGAC3'

Genotyping was performed according to the RT-PCR protocol specified by the manu-
facturer, using Thermo-Fisher Tagman Drug Metabolism probes: c_25986767_70 (rs4244285)
for CYP2C19*2, and c_469857_10 (rs12248560) for CYP2C19*17. Both samples and standard
controls were run as duplicates in the two different RT-PCR setups described above. The
data were uploaded and analyzed in the Thermo Fisher Cloud platform. Analyses were car-
ried out independently by two qualified professionals to assess the inter-personal deviation
in the post-analytical phase, as described in the flowchart in Figure 1.

2.4. Statistical Analysis

Cohen’s kappa coefficient (k) was calculated using Microsoft Excel v.16.50. An almost
perfect agreement was considered if k was above 0.8.
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Facility A
(HUN)

Figure 1. Flowchart of the comparability process used.

3. Results

Analysis A

Professional 1
Professional 2

Comparability of
results process

Manufacturer\

Protocol

) | )
Analysis B avarrabiome

Facility B

Professional 1
Professional 2

The analysis of the 44 samples resulted in the identification of native, heterozygous,
and homozygous configurations for CYP2C19*2 and CYP2C19*17. The results from both
instruments (Tables 2 and 3) and both analysts were in full agreement (k = 1). In addi-
tion, samples analyzed as having too low DNA quantity or quality were classified as
“undetermined or no amplification” by both analyzers.

Table 2. Genotyping results for CYP2C19*2.

SNP CYP2C19_19154G>A (rs4244285)

Sample ID 7500 Applied Biosystems QuantStudio12KFlex

1 No result No result

2 Heterozygous AG Heterozygous AG

3 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
4 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
5 Heterozygous AG Heterozygous AG

6 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
7 Heterozygous AG Heterozygous AG

8 Homozygous GG Homozygous GG

9 Homozygous GG Homozygous GG

10 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
11 Homozygous GG Homozygous GG

12 Heterozygous AG Heterozygous AG

13 Homozygous GG Homozygous GG

14 Homozygous GG Homozygous GG

15 Homozygous GG Homozygous GG

16 Homozygous GG Homozygous GG

17 Heterozygous AG Heterozygous AG

18 Homozygous AA Homozygous AA

19 Homozygous AA Homozygous AA

20 Homozygous GG Homozygous GG

21 Homozygous GG Homozygous GG

22 Heterozygous AG Heterozygous AG

23 Homozygous AA Homozygous AA
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Table 3. Genotyping results for CYP2C19*17.

SNP CYP2C19_-806C>T (rs12248560)

Sample ID 7500 Applied Biosystems QuantStudio12KFlex
24 Homozygous CC Homozygous CC
25 Heterozygous CT Heterozygous CT
26 Homozygous CC Homozygous CC
27 Homozygous CC Homozygous CC
28 Homozygous CC Homozygous CC
29 Heterozygous CT Heterozygous CT
30 Heterozygous CT Heterozygous CT
31 Homozygous CC Homozygous CC
32 Homozygous CC Homozygous CC
33 Homozygous CC Homozygous CC
34 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
35 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
36 Homozygous CC Homozygous CC
37 No result (no evaluable) No result (no evaluable)
38 Homozygous CC Homozygous CC
39 Homozygous CC Homozygous CC
40 Homozygous TT Homozygous TT
41 Homozygous TT Homozygous TT
42 Homozygous TT Homozygous TT
43 Homozygous TT Homozygous TT
44 Homozygous TT Homozygous TT

4. Discussion

Although most laboratory errors occur during the preanalytical (68.2%) or postana-
lytical (18.5%) phase [14,15], the laboratory performance and selected analysis device can
jeopardize the quality and reliability of data. This scenario often leads to confusion and
distrust, potentially compromising patient care.

When deciding to use one piece of equipment or another, the characteristics of the
laboratory where the installation is to be carried out must be taken into account, as well
as the economic aspects. The choice of the methodology to be used is also important, as
it is necessary to balance the economic cost and the reliability of the results. Currently,
in pharmacogenetic studies, the use of real-time PCR techniques is considered to be the
technique of choice in routine situations due to their availability and low cost compared to
other technologies [16].

Regarding the consumption of reagents, the economic cost will be similar for both
ABI PRISM™7500 and QuantStudio 12KFlex, since they are from the same manufacturer
and use the same model of probes. Regarding the installation, although it is true the initial
investment in the QuantStudio 12KFlex is higher, its versatility and compatibility with
more modern resources make it more viable in the long term. In the clinical laboratory
of the HUN, an ABI PRISM™7500 was already installed, which is why it was decided to
continue to use this equipment, while in Navarrabiomed, it was recently decided to install
real-time PCR equipment, so equipment in which a greater number of applications could
be developed was chosen.

According to the ISO 15189 standard [9], laboratories must ensure that the results
provided by different analyzers are comparable [10]. Even if the results of two devices from
the same manufacturer are expected to be identical, quality standards require this to be
verified. Such verification must be carried out even when the model used is the same, but
two different devices are involved. In order to set-up a routine for the CYP2C19 analysis,
we performed a comparability process between the two RT-PCR analysis instruments.

In our analysis, the results showed a perfect agreement between the two instruments.
Furthermore, the analysis of the samples in duplicate ensured intra-sample reproducibility.
These results allow us to rely on one of the analysis set-ups in case the other one is not
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available. Additionally, we verified that the analysis carried out by different professionals
was also reproducible, ensuring part of the post-analytical phase. These reliable and
comparable results, on a daily basis, provide the high-quality reporting of results in a
suitable time for the best the patient care.

5. Conclusions
Our intercomparative analysis guarantees that the samples analyzed in our laboratory

will provide the same result regardless of the equipment used to process them. This is a
requirement for laboratories that want to establish a reliable quality management system.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: CYP2C19 is a highly polymorphic gene responsible for metabolizing commonly used
CYP2C19 drugs. CYP2C19%2,*3 (loss of activity alleles) and *17 (increased activity allele) are the principal
Pharmacogenetics

alleles included in clinical guidelines, however their prevalence varies among different ethnic-

E.Cuador ities. Ecuadorian population is formed by Mestizos, Afrodescendants and Native Americans and
Kichwa 3 L. .

Afrodescendants frequency of CYP2C19 alleles could be different among them. The objective of this study was to
Mestizos establish the frequency of these variants in the different populations of Ecuador and to compare

them with other populations.

Materials and methods: DNA from 105 Afrodescendants, 75 Native Americans of the Kichwa
ethnicity, and 33 Mestizos Ecuadorians was analyzed by nested-PCR to identify CYP2C19*17
carriers. CYP2C19*2 allele was analyzed in DNA from 78 Afrodescendants, 29 Native Americans
of the Kichwa, and 16 Mestizos by TagMan Allelic Discrimination Assay. CYP2C19*3 was
analyzed in 33 Afrodescendants by nested-PCR.

Results: The global frequencies of the alternate alleles were 14.22% (CYP2C19*2) and 2.10%
(CYP2C19%17). No differences (p > 0.05) were observed among the subgroups. No CYP2C19*3
carrier was identified. CYP2C19*2 frequencies in Ecuador were similar to the ones reported in
Europe, Africa and Middle East countries and to some American populations. Low CYP2C19*17
frequencies, like the ones in our population, were also observed in East and South Asia and in
Native American groups.

Discussion: Absence of differences in the ethnic groups in Ecuador for CYP2C19*2 and *17 could
be due to either a bias in sample selection (ethnic group was assed by self-identification) or to a
high interethnic admixture in the Ecuadorian population that would had diluted genetic
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differences. In addition, CYP2C19*2, *3, and *17 alleles frequencies in our study suggest that
Ecuadorians ancestry is mostly of Native American origin.

1. Introduction

CYP2C19 is an isoform of the cytochrome P450 2C subfamily that metabolizes up to 10% of commonly used drugs, including
clopidogrel, proton pump inhibitors (PPIs), antidepressants, and benzodiazepines [1,2]. The drugs can treat conditions as common and
serious as heart failure, which affects 26 million people worldwide and is most commonly caused by acute myocardial infarction [3].
To reduce the chances of heart failure, patients may undergo a percutaneous coronary intervention and receive antiplatelet therapy,
including clopidogrel in 72% of the cases [3,4]. Unipolar depression has a prevalence of 16.2% and is the second leading cause of
disability worldwide among other diseases treated with drugs that are substrates of the CYP2C19 enzyme [5]. Additionally, PPIs are
prescribed to the 25% of the adult population, with 25% of these patients being prescribed for more than one year [6].

The gene encoding this enzyme is located on chromosome 10 (10q24.1-10q24.3). This highly polymorphic gene can contain up to
37 described variants [2,7]. Most alterations in CYP2C19 metabolic activity involve three of these variants: while CYP2C19*2 (c.681G
> A; rs4244285) and CYP2C19*3 (c.636G > A; rs4986893) lead to loss of function, CYP2C19*17 (c.-806C > T; rs12248560) is
associated with rapid metabolizers [1,7-9].

Individuals can be classified into ultrarapid (UM), rapid (RM), normal (NM), intermediate (IM), and poor metabolizers (PM)
depending on the type of variant and its presence in one or both alleles [7,9]. All of these profiles would respond differently to standard
doses of CYP2C19-metabolized drugs. In this regard, PM would result in increased plasma concentrations and decreased active
metabolite formation, which is associated with a higher risk of toxicity. However, UM and RM would increase the risk of therapeutic
failure [1,7]. The situation is reverse for treatment with prodrugs that require bioactivation by CYP2C19, such as clopidogrel. PM
treated with standard doses of clopidogrel, increase the risk of therapeutic failure; in this case a cardiovascular event. However, UM
and RM result in higher plasma concentrations of the active metabolite, although clinical guidelines still recommend the use of
standard doses for UM and RM [9].

The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC®) provides guidelines for phenotype prediction based on the
combination of the different diplotypes [7,9].

UM: carriers of two increased function alleles

RM: carriers of one normal function allele and one increased function allele

NM: carriers of two normal function alleles; intermediate metabolizers

IM: carriers of one null allele with either one normal function allele or one increased function allele.
PM: carriers of two null alleles [7,9].

Other pharmacogenetics implementation groups have also developed guidelines based on clinical evidence, such as the Dutch
Pharmacogenetics Working Group (DPWG) and the French National Network of Pharmacogenetics (RNPGx). Although they use
different terminology, they do not differ significantly in the clinical recommendations associated with the phenotypes [10].

The distribution of the different alleles of CYP2C19 varies among different ethnic groups [1]. CYP2C19*2 is the most common
loss-of-function allele worldwide. The frequency of this haplotype is 15% in Europeans and Africans, 25-30% in Asians, and 60% in
Oceanians. CYP2C19*3 is the second most common loss-of-function allele [7]. This allele is present in 2-7% of Asians and in 15% of
Oceanians, and rarely occurs in Europeans or Africans (allele frequency <1%). Finally, the gain-of-function allele, CYP2C19*17, is
more common in Europeans (16-21%), Africans (16%), and Middle Eastern populations (~20%), as compared to Asians (3-6%) [1,7].

The Ecuadorian population is ethnically and culturally diverse [11,12]. During the European conquest and colonization, the Native
American groups interacted with Europeans and Africans who arrived in the territory due to the slave trade. This interaction led to the
establishment of the main groups of Ecuadorian inhabitants: Mestizos, Afro-descendants, and Native Americans [11-13]. According to
the most recent Ecuadorian National Census (2022), 77.5% of the population identifies as Mestizos, European (mainly Spanish),
Amerindian, and African descendants; 4.8% as Afro-descendants; and 7.7% as Native Americans [12,14]. Other ethnicities include
Montubios (7.4%) and European descendants (6.1%), the former being a mixed population of Native American, European and African
ancestry, like Mestizos, who inhabit the Pacific coast [12]. Due to the characteristics of the conquest and colonization, the
Afro-descendant population is mainly located in the northern part of the country, while the Native American population is mainly
located it the Andean region [12]. Among the Native Americans, the Kichwa are the most represented population [11,13]. They are an
Andean population that can also be found in other countries, such as Bolivia and Peru [15].

Although several studies analyzed CYP2C19 haplotype allele distribution in the Ecuadorian population, they were based only on
the Mestizo population, or ethnicity was not even reported [8,16-18]. Only two studies reported analyses exclusively in Ecuadorians
[8,16].

Given the interethnic variability in CYP2C19 allele frequencies [1], and the lack of clear records of interethnic studies in the
Ecuadorian population, the aim of this study is to analyze the frequencies of the main CYP2C19 alleles involved in drug’s metabolism
in the different ethnic groups of Ecuador.
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2. Material and methods
2.1. Participants

The study included 218 adult participants, 149 females, 68 males. In one sample, the sex was not reported. All participants were
healthy and unrelated Ecuadorians, with no inbreeding or outbreeding among them. The sample included the three main ethnic groups
of Ecuador, Mestizo [19], Native Americans of the Kichwa ethnicity [20], and Afro-descendant (109). Ethnicity was determined by
self-identification and morphological characteristics, as is customary in the Ecuadorian National Census. They were all born and
resident in Ecuador with at least 3 generations of Ecuadorian ancestry.

All subjects gave their written informed consent to participate in this study after being informed in detail about the purpose of this
investigation. The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Universidad Central of Ecuador (Quito,
Ecuador) (120-CE-UCE-2019, March 29, 2019) and was conducted in agreement with the Declaration of Helsinki and its subsequent
revisions.

2.2. Genotyping

A dried blood spot on FTA Elute Card sample was collected from all participants. Genomic DNA was extracted from peripheral
blood, blotted, and dried on filter paper using the Dried Blood Spot DNA Isolation Kit (Norgen Biotek corp™, ON, Canada).

Genotyping of CYP2C19*17 was performed using a nested polymerase chain reaction (PCR) on 3 pL of extracted DNA as described
by Baldwin et al. [21]. A 473 base pair (bp) product, containing the site were the CYP2C19*17 variant site was obtained by the first
PCR. This product was amplified by the second PCR to yield a final product of 143 bp, which still contained the CYP2C19+*17 site. The
143 bp product was digested with the Eco T22 I restriction enzyme at 37 °C for 8 h, containing: 15 pL PCR reaction, 2 pL sterile purified
water, 2 pL 10x H buffer, and 1 pL Eco T22 I (Avalll) (Takara Bio, Shiga, Japan). The Eco T22 I restriction enzyme recognizes and
cleaves an ATGCA"T site. This restriction site disappears in individuals carrying the variant allele (T) of CYP2C19*17, resulting in a 143
bp band instead of the 116 bp band that appears with the wild-type allele (C). The products were electrophoresed on a 3 % agarose gel
and stained with ethidium bromide. The fragments were visualized by exposing the gel to ultraviolet radiation (260-300 nm). A single
band at 116 bp would appear in wild-type homozygote individuals, a single band at 143 bp would appear in mutant homozygote
individuals and both bands would appear in heterozygote individuals.

In order to validate the method, all carriers of the T allele (heterozygotes and homozygotes) and 20 homozygotes of the C allele
were confirmed by the specific TagMan Allelic Discrimination Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) C_469857_10 on a
QuantStudiol 2KFlex Detection System (Applied Biosystems). The procedure was performed on the nested PCR products according to
the manufacturer’s recommendations. The Thermofisher Connect platform was used to upload and analyze the results (https://apps.
thermofisher.com/apps/spa/#/dashboard) [22].

Genotyping of CYP2C19*2 was performed using the specific TagMan Allelic Discrimination Assay (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) C_25986767_70 on a QuantStudiol2KFlex Detection System (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s rec-
ommendations. Results were uploaded and analyzed using the Thermofisher Connect platform [22]. Filter paper blood samples
required an initial amplification using nested PCR in order to ensure the adequate DNA concentration and quality. Briefly, the protocol
used 3.0 pL of extracted DNA, 2.5 pL of 1xPCR buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.25 units of Taq DNA polymerase, 3.0 mM MgCl; and 0.3 pM of
forward primer (5-TTTGAGCCCCTCCCACTT-3) and reverse primer (5-CCTCCTGTGCTGATCTCAC-3") for the first PCR. Primers for
the second PCR were those previously described by Lakhan R et al. [23]. The PCR protocol followed the specifications of Itoh K et al.
[24].

Detection of the CYP2C19*3 allele was performed as described previously [24] with minor modifications. The first PCR required
5'-ATCCTGGGCTGTGCTCC-3' and 5-CACGCTTTGGGGCTGTC-3' as forward and reverse primers, respectively. The forward primer for
the second PCR reaction was 5-ATTGAATGAAAACATCAGGATTG-3' and the reverse primer was 5-ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3'
(21). Thermocycling conditions followed the protocol described by Itoh k et al. [24]. A 435 bp product, containing the site where the
CYP2C19*3 variant is located, was obtained from the first PCR. This product was amplified by the second PCR to yield a final product
of 132 bp, which still contains the CYP2C19*3 site. The 15 pL PCR of the resulting product was digested by the BamHI restriction
enzyme (Takara Bio, Shiga, Japan) according to the manufacturer’s recommendations. The BamHI restriction enzyme recognizes and
cleaves a G"GATCC site. This restriction site disappears in individuals carrying the variant allele (A) of CYP2C19*3, resulting in a 132
bp band instead of the 96 bp band that appears with the wild-type allele (G). The products were electrophoresed on a 3% agarose gel
and stained with ethidium bromide. The fragments were visualized by exposing the gel to ultraviolet radiation (260-300 nm). A single
band at 96 bp would appear in wild-type homozygote individuals, a single band at 132 bp would appear in mutant homozygote in-
dividuals and both bands would appear in heterozygote individuals.

2.3. Predicted phenotype

A predicted phenotype was established for participants who were genotyped for both CYP2C19*2 and *17 alleles according to The
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC®) guidelines [9].
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2.4. Statistics

Hardy-Weinberg equilibrium was assessed using contingency tables and the X2 test with one degree of freedom. Contingency tables
and X2 test calculated with the Jamovi software version 1.6 were also used to establish differences in allele frequencies (four degrees of
freedom) or phenotypes (eight degrees of freedom) between populations. Values were considered significant at p<0.05.

3. Results

The frequency distribution of the loss-of-function allele CYP2C19*2 and gain-of-function allele CYP2C9+*17 in 123 and 214 in-
dividuals respectively is shown in Table 1. The CYP2C19*2 allele was studied in 78 Afro-descendants, 29 Kichwas and 16 Mestizos,
whereas CYP2C19*17 was genotyped in 105 Afro-descendants, 75 Kichwas, and 33 Mestizos. Hardy-Weinberg equilibrium was fol-
lowed in both Kichwa ethnic subgroups and also in the Mestizos genotyped for CYP2C19*2. However it could not be calculated in the
Mestizos genotyped for CYP2C19*17, as they were all homozygotes for the wild-type allele. Regarding Afro-descendants, Hardy-
Weinberg equilibrium was not observed in any subgroup.

Additionally, a group of 34 Afro-descendants were genotyped for the CYP2C19*3 allele, but it was not found in any of them.

The frequency of the alternative allele, A (rs4244285), which defines the *2 haplotype, was similar in the Kichwa (13.79%) and
Afro-descendant (12.18%) populations, whereas it was more frequent in Mestizos (25%), however, there were no significant differ-
ences between groups (p = 0.169). The global frequency of the A allele was 14.22%. Regarding the alternative allele, T (rs12248560),
of the CYP2C19*17 haplotype, occurred with a frequency below 5% in all groups with a global frequency of 2.10% and, as for
CYP2C19*2, there were no significant differences between groups (p = 0.241).

The 109 individuals who were genotyped for both CYP2C19*2 and *17 alleles and their predicted phenotype (according to CPIC
guidelines) is shown in Table 2. Normal metabolizer is the most common phenotype in all interethnic subgroups, followed by in-
termediate and poor metabolizers. No statistical differences were observed between the subgroups (p = 0,809).

The frequencies obtained in our study were also compared with those previously reported in other studies worldwide (Tables 3 and
4). We found statistically significant differences with the frequencies reported in Ecuadorians by Vicente et al. for both CYP2C19*2 and
*17 and with the frequencies reported by de Andrés et al. for CYP2C19*17, but not for CYP2C19*2 [8,16]. Regarding other ethnicities,
the frequencies we found for CYP2C19*2 were similar to those reported in Europe, Africa and Middle East countries, while higher
frequencies were found in Eastern and Southern Asian countries, and there is a great variability in American populations, (Table 3).
However, the opposite circumstance is observed for CYP2C19*17, the low frequency observed in our population is more similar those
reported in East and South Asia and also in Native American groups (Table 4).

4. Discussion

No significant differences were found in the frequencies of the CYP2C19*2 and CYP2C19*17 haplotypes among the different
Ecuadorian subgroups analyzed in this study. This lack of difference could be attributed to an internal bias in sample selection. It is
possible that either all the interethnic groups could include Mestizos, or there was a high rate of admixture in the interethnic sub-
groups, diluting their previous genetic differences. The study did not consider the interethnic diversity of CYP2C19*3 as only Afro-
descendants were genotyped for this haplotype. Furthermore, it appears that the Afro-descendant population did not adhere to the
Hardy-Weinberg equilibrium. This equilibrium is dependent on several conditions, including large populations, random mating, and
the absence of mutation, migration, and selection. Given that the Afro-descendant population is the largest in our study, it is possible
that the absence of random mating or migration may be the most likely causes of the observed disequilibrium. However, as no dif-
ferences were found between the groups, it appears that the Hardy-Weinberg equilibrium did not have an impact on our results.

According to our results, the majority of Ecuadorians (78%) would be NM for the CYP2C19 isoenzyme. RM and UM are very rare in

Table 1
Allele and genotype frequencies for CYP2C19*2 and *17.
CYP2C19*2 CYP2C19*17
Frequency n (%) Frequency n (%)
*1/*1 *1/%2 *2/*2 HWE A allele *1/*1 *1/*17 *17/ HWE T allele
frequency (%) *17 frequency (%)
Afrodescendants 63 11 4(5.1%) p<0.01 12.18 103 2 1 p<0.01 1.8
(80.8%) (14.1%) (97.2%) (1.9%) (0.9%)
Kichwas 21 8 0 (0%) p= 13.79 70 5 0 (0%) p=0.77 3.3
(72.4%) (27.6%) 0.39 (93.3%) (6.7%)
Mestizos 10 4 (25%) 2 p= 25 33 0 (0%) 0 (0%) Incalculable 0
(62.5%) (12.5%) 0.18 (100%)
Total 94 23 6 (4.9%) p<0.01 14.22 206 7 1 p<0.01 2.1
(76.4%) (18.7%) (96.2%) (3.3%) (0.5%)
X2test X2test
X% 6.44(4df) p = 0.169 X2 5.49(4df) p = 0.241

HWE: Hardy Weinberg Equilibrium.
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Table 2
Predicted phenotype o individuals who had CYP2C19*2 and *17 alleles genotyped.

PM (CYP2C19*2/*2) IM (CYP2C19*1/*2) NM (CYP2C19*1/*1) RM (CYP2C19*1/*17) UM (CYP2C19*17/*17) Total

Afrodescendants 4 (5.3%) 11 (14.5%) 59 (77.6%) 1(1.3%) 1 (1.3%) 76
Kichwas 0 (0%) 2 (11.1%) 16 (88.9%) 0 (0%) 0 (0%) 18
Mestizos 2 (13.3%) 3 (20%) 10 (66.7%) 0 (0%) 0 (0%) 15
Total 6 (5.5%) 16 (14.7%) 85 (78%) 1 (0.9%) 1 (0.9%) 109
Xtest

X2 4.51(8df), p = 0.809

the population (1.8%), while a 20.2% of the population have a reduced enzyme activity (PM and IM), which must be taken into account
when prescribing drugs metabolized by CYP2C19.

Comparing our results with other studies that reported the frequencies of CYP2C19*2 and CYP2C19*17 in the Ecuadorian pop-
ulation, we found some differences (Tables 3 and 4). Vicente et al. found frequencies of 7.8% for CYP2C19*2, and 24.9% for
CYP2C19*17 in a Mestizo population, whereas de Andres et al. found frequencies of 12.9% for CYP2C19*2, and 9.5% for CYP2C19*17
in a non-ethnically specified Ecuadorian population, [8,16]. However, in our population, CYP2C19*2 and CYP2C19*17 alleles were
present in 14.22% and 2.10% of individuals respectively. As mentioned above, the frequencies found in our study are in agreement
with those from de Andrés et al. for the CYP2C19*2 allele, but differ significantly from the data reported by Vicente et al. and also from
the CYP2C19*17 allele frequency of de Andrés et al. In this regard, different frequencies should be expected when comparing the three
studies, since only interethnic variability only was the main objective of our study.

In order to compare our results with those reported in other populations worldwide, it is important to understand how it was the
peopling of the American continent. Humans first arrived to America about 16,000 years ago through what is now the Bering Strait and
spread to the rest of the continent. This explains the presence of “founding” lineages from Asian populations in Native Americans [90].
Focusing on the alleles analyzed in our study, CYP2C19*2(A; rs4244285), *3(A; rs4983893), and *17(T; rs12248560) are considered
as rare in Latin American populations, and their presence is negatively associated with Native American ancestry and the presence of
CYP2C19*2 and *17 in Latin American populations is positively associated with European ancestry [17,18]. Since ancestry is the main
determinant of frequency variation, the presence of these alleles in Latin American individuals may be due to the colonization of the
continent by foreign cultures, which may also explain the diversity of frequencies found in different regions of the continent [18].

CYP2C19*3 is also a rare allele in European and African populations, and it is found almost exclusively in East Asian populations,
suggesting a relatively recent origin of this variant, after the differentiation of these ethnic groups [7,34,46]. This is consistent with our
results in the Afrodescendant subgroup and also with the absence of this allele in all of the different Latin American populations
included in databases such as LDlink [91]. In this regard, we could predict that the CYP2C19*3 frequency in the Mestizo and Kichwa
subgroups should be zero, as in Afrodescendant individuals. However, this hypothesis needs to be tested in these populations in future
studies.

On the contrary, CYP2C19*2 is distributed in high frequency in ethnic groups of all Europe, Africa and Asia, suggesting that it is an
old mutation that occurred before the Black, Oriental and Caucasian racial groups split and it can also be related to African ancestry
[18,46], however, the higher frequencies are observed in East and Southeast Asian countries (Table 3).

In mixed American populations, there is a great variability in the presence of CYP2C19*2. The global frequency of the alternative
allele, A, observed in mixed Americans in the LDlink database is 10.5%, with Puerto Ricans being the subpopulation where the allele is
more frequent, 13%, and less frequent in Peruvians, 5.8% [91]. Analyzing the frequencies reported in different countries (Table 3), the
highest frequency of the A allele in America is found in groups of East Asian and Southeast Asian descendants living in the United States
(28.9% and 31.2% respectively) [36], in agreement with the higher rates of the allele in East and Southeast Asia, but it is also found in a
Native American population from Mexico, the Tarahumaras (31%) [33]. On the other hand, the lowest frequencies of CYP2C19*2
correspond to some Native American populations, Malek, Guaymi and Bribiri from Costa Rica [31], Purépechas, Tojolabales, Tzotziles
and Tzeltales from Mexico [33]. The frequencies of Mestizos (6.9-26%) and Afrodescendants (16.5-21.9%) are variable and can be
explained by the different degrees of miscegenation.

As previously mentioned, CYP2C19*2 is negatively associated with Native American ancestry, but it can also be found in these
populations (9.75%), more frequently in Northern Native Americans (11.36%) than in Central and Southern Native Americans (5.73%
and 5.37% respectivly) [17]. Higher frequencies have been reported in Brazil (10.4%) [27] and in Chorotegans from Costa Rica
(12.5%), although the latter group had a 22% of European ancestry [31]. Moreover, the CYP2C19*2 allele differences of Native
Americans with Mestizos, 10.77%, and Afrodescendants, 18.29%, are not particularly pronounced [17]. Comparing the results of our
study, it was found that the frequencies observed in Ecuador are present throughout the American continent. These frequencies may
correspond to a Mestizo population, although they can also be found in some Native American populations.

There are fewer studies genotyping CYP2C19*17 because it is a more recently discovered allele. This allele is globally distributed
with high frequencies in Europe, Africa, Middle East Asia and South Asia, but it is almost absent in East Asia (Table 4). In the mixed
American populations included in LDlink, the global frequency of the CYP2C19*17 rare allele, T, is 12%, although there are large
differences among the subpopulations, ranging from 17.5% in Puerto Ricans to 4% in Peruvians [91]. The highest frequencies of
CYP2C19*17 in America (Table 4) are reported in populations with significant Caucasian or African ancestry, such as Mulattos and
Afrodescendants (21.3 and 26.3%) from Brazil, but also in other interethnic Brazilian populations, including Native Americans
(15.8%) [27,28], Colombians (20.9%) [30], Afro-Caribbean from Costa Rica (21.7%) [31], Caucasians (22%) and Afrodescendants
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Table 3
Frequency comparison of CYP2C19*2 allele with other populations.
Region Country Ethnic group CYP2C19*2 N Reference
(%)
America Ecuador Interethnic 14.22 123 Present
study
Ecuador Mestizo 7.8%% 297 [8]
Ecuador NS 12.9 132 [16]
Ibero-American North Native American 11.36 823 [17]
countries Central Native American 5.73** 96
South Native American 5.37%* 214
Admixed 10.77 1898
Afrodescendants 18.29 82
Caucasian 10.11 267
Argentinean Ashkenazi Jews 13.50 163
Bolivia NS 7.8%%* 778 [25]
Brazil Caucasian 25% 38 [26]
Brazil Native American 10.4 183 [27]
Caucasian 16.9 615
Mulatto 16.5 315
Afrodescendant 20.2 99
Brazil White: North 9 156 [28]
White: Northeast 12.5 176
White: Southeast 12.5 176
White: South 13.6 176
Brown: North 9.8 174
Brown: Northeast 13.1 174
Brown: Southeast 10.3 174
Brown: South 20.5* 176
Black: North 17.6 174
Black: Northeast 11.6 172
Black: Southeast 16.7 170
Black: South 10.5 164
Chile NS 8.3 167 [29]
Colombia NS 8.6* 239 [30]1
Costa Rica Admixed 7.1%% 141 [31]
Bribri 4.3 23
Chorotega 12.5 36
Guaymi 24
Maleku 12
Afro-Caribbean 46
Mexico Mestizo 697 [32]
Mexico Mestizos 125 [33]
Tarahumaras (Native Americans) 88
Purépechas (Native Americans) 85
Tojolabales (Native Americans) 43
Tzotziles (Native Americans) 56
Tzeltales (Native Americans) 19
United States Cuban 1965 [34]
Dominican 942
Puerto Rican 1863
Central American 1182
Mexican 11.7 4670
South American 11.6 772
United States Oglala Sioux (Native American) 11 98 [35]
United States Mexican Americans 9.7 346 [36]
African Americans 18.2 236
Caucasians 12.7 273
East Asians 28.9%* 161
South East Asians 31.2%* 80
Venezuela Caucasian (88% European) 16.9 59 [371
Mestizo (75% European. 17% Native American) 16.7 51
Mestizo (40% Native American. 33% European. 27% African) 26* 48
Afrodescendant and Mestizo (38% African and Amerindian. 24% 17 82
European)
Afrodescendant (59% African. 26% Native American. 21.9 41
15% European)

Europe Belgium NS 9.1 121 [38]
Bosnia & Herzegovina Caucasian 16.2 216 [39]
Cyprus NS 21 40 [38]
Croatia Caucasian 14.8 1002 [40]

(continued on next page)
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Table 3 (continued)

Region Country Ethnic group CYP2C19*2 N Reference
(%)
Denmark NS 15 276 [41]
Faroe Islands NS 18.7 311 [41]
(Denmark)
France NS 18 359 [42]
Germany Caucasian 15.2 423 [43]
Greece NS 13.1 283 [44]
Hungary Roma 20.5* 500 [45]
Non-Roma Hungarian 12.6 370
Italy NS 11 360 [46]
Kosovo Caucasian 13.03 234 [471
Lithuania NS 19 20 [38]
Malta NS 20 41 [38]
Netherlands NS 15.8 215 [48]
Norway Caucasian 15.2 328 [41]
Orkney Islands NS 10.8 88 [38]
(Scotland)
Poland NS 14.83 304 [49]
Serbia NS 16.3 500 [50]1
Spain Caucasian 12.8 282 [8]
Spain and Portugal Caucasian 13.64 1521 [17]
Europe and Russia Tartars 16 141 [51]
Asia Balkar 5.5%* 200
Russian 11.38 290
Russia Ulan-Ude (Buryat) 12.8 109 [52]
Irkustk 10.2 118
Turkey NS 15.2 347 [53]
Asia Bahrain NS 14.6 75 [54]
Bangladesh NS 24.06%* 320 [55]
China NS 35.78%* 109 [56]
China Han 30%* 831 [571
Hui 30.6%* 85
Uygur 22%* 352
Kazak 18.8 69
China Han 29.7%* 214 [58]
Hui 32.4%* 108
Mongolian 18.2 129
China Lin 35.6%* 163 [59]
China Hakka 31.06%* 6686  [60]
China Han 38.6%* 136 [61]
Uyghur 32.48%* 214
Hui 49.39%* 164
Mongolian 41.46** 158
India NS 22%* 308 [62]
South India NS 40.2%* 87 [63]
South India Telugu language 33%* 115 [64]
Kannada language 39%* 108
Malayalam language 31%* 118
Tamil language 38%* 112
Iran NS 12.3 691 [65]
Iran Fars 15.3 180 [66]
Turk 25%* 110
Caspian 9.6 73
Lure 35** 80
Kurd 26.3%* 95
Israel Yemenite Jew 12.5 36 [67]
Sephardic Jew 13.8 47
Ethiopian Jew 19.6 28
Bedouin(Arabian) 12 50
Japan NS 26.7%* 134 [68]
Jordan NS 12.3 158 [69]
Korea NS 28.4%* 271 [70]1
Kuwait NS 22% 100 [54]
Lebanon NS 13.4 161 [71]
Malaysia Malay 23* 53 [72]
Chinese 23* 68
Indian 38%* 20
Palestine NS 15.5 110 [73]
Saudi Arabia NS 11.2 201 [20]

(continued on next page)
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Table 3 (continued)

Region Country Ethnic group CYP2C19*2 N Reference
(%)
Singapore Chinese 28** 100 [74]
Malay 31%* 100
Indians 32.5%* 100
Thailand Thai 20%%* 774 [75]
Burmese 30** 127
Karen 28** 131
Tunisia NS 9* 258 [54]
Vietnam Kinh 20.5%* 100 [76]
Tay 38.3** 103
Muong 33.8%* 99
H’Mong 53.75%* 40
Nung 43.9%* 33
Africa Egypt NS 10.9 247 [77]1
Ghana NS 6%* 204 [78]
South Africa NS 21.7 76 [79]1
Tanzania NS 17.7 192 [79]
Zimbabwe NS 13.1 84 [79]

*p<0,05, **p<0.01, NS: Not specified.

(21%) from the United States [19] and Ashkenazi Jews from Argentina (20.55%) [17]. The lowest frequencies correspond to Native
American populations, Bribiri, Chorotega, Guaymi and Maleku from Costa Rica, all below 5% [31] and North Native American from
the Sioux tribe (9%) [35], also, there is an outlier of 0.4% in the population of Cuban origin from the United States [34]. In a study that
included a much larger Latin American population, researchers found CYP2C19*17 in 12.33% of Mestizos, 21.34% of
Afro-descendants, and 1.59% of Native Americans. However, no CYP2C19*17 allele carriers were found in Southern Native Americans,
who are of Peruvian origin [17]. This information suggests that, the frequency of 2.1% of the CYP2C9*17 allele in the individuals of
our analyzed population corresponds predominantly to Native American ancestry.

Ancestry analysis can explain the frequencies we found for the CYP2C19*2 (14.22) and *17 (2.10) alleles. Ecuadorian mestizos
exhibit a ratio of 61.5% of Native American ancestry, 32.9% of European ancestry, and 5.6% of African ancestry [18]. This could
explain the frequencies of our population, especially those for the CYP2C19*17 allele, whose frequency is strongly correlated with a
Native American population. Another interesting comparison could be made between our data and those of the Peruvian population
within different databases. Peruvian mestizos have a higher percentage of Native American ancestry (71.1%) than Ecuadorians
(61.5%) [18]. In the LDlink database, they have the lowest frequency of CYP2C19*2 and *17 alleles in all the subgroups of Latin
Americans, although the database includes only admixed populations [91]. As Peru and Ecuador are border countries, they may both
have similar frequencies of these two alleles. Ecuadorians may have a higher frequency of those alleles due to their lower Native
American ancestry, which is consistent with our data for CYP2C19*2. However, our data suggest a higher Native American component
for CYP2C19*17. Therefore, further studies would be required to better understand these differences in CYP2C19*17.

4.1. Perspectives

The frequency of the most pharmacogenetically relevant alleles of CYP2C19 in Latin America is strongly influenced by the rate of
admixture between Native Americans, Europeans, and Africans during the colonization. The CYP2C19*2, *3, and *17 alleles are almost
non-existent in Native American populations and their higher frequencies are linked to more admixed populations. There is a strong
component of Native American ancestry in Ecuador, which may explain the lower CYP2C19*2 and *17 frequencies found in our study
as compared to European and African populations.

Pharmacogenomics aims to use a patient’s genetic data to enable safer and more effective drug prescribing. However, Latin
American populations have been largely underrepresented in genomic studies of drug response and disease susceptibility [92].
Therefore, this study provides valuable genetic data for the healthcare system and determines the frequencies of actionable alleles in
ancestrally diverse populations. Studies like ours emphasize the significance of establishing dependable and up-to-date allele fre-
quencies. This enables the application of pharmacogenetic guidelines not only to the general population but also to specific pop-
ulations of mixed ancestry.
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Table 4
Frequency comparison of CYP2C19*17 allele with other populations.
Region Country Ethnic group CYP2C19*17 (%) N Reference
America Ecuador Interethnic 2.10 214 Present study
Ecuador Mestizo 24.9%* 297 [8]
Ecuador NS 9.5%* 132 [16]
Ibero-American countries North Native American 1.88 823 [17]
Central Native American 2.60 96
South Native American 0** 214
Admixed 12.33%* 1898
Afrodescendants 21.34%* 82
Caucasian 16.10** 267
Argentinean Ashkenazi Jews 20.55%* 163
Brazil NS 17%* 50 [80]1
Brazil White: North 156 [28]
White: Northeast 176
White: Southeast 176
White: South 176
Brown: North 174
Brown: Northeast 174
Brown: Southeast 174
Brown: South 176
Black: North 174
Black: Northeast 172
Black: Southeast 170
Black: South 164
Brazil Native American 183 [27]1
Caucasian 615
Mulatto 21.3%* 315
Afrodescendant 26.3%* 99
Colombia NS 20.9%* 239 [30]
Costa Rica Mestizo 10.3%* 141 [31]
Bribri 23
Chorotega 36
Guaymi 24
Maleku 12
Afro-Caribbean 46
Mexican Mestizo 238 [81]
United States Caucasian 107 [19]
African American 114
Hispanic 108
United States Native American 98 [35]
United States Cuban 1965 [34]
Dominican 942
Puerto Rican 1863
Central American 1182
Mexican 4670
South American 772
Europe Bosnia & Herzegovina Caucasian 216 [39]
Cyprus NS 40 [38]
Croatia Caucasian 1002 [40]
Denmark NS 276 [41]
Faroe Islands NS 311 [41]
Germany Caucasian 423 [43]
Greece NS 283 [82]
Kosovo Caucasian 234 [471
Lithuania NS 20 [38]
Malta NS 41 [38]
Norway Caucasian 328 [41]
Poland Caucasian 125 [83]
Serbia NS 500 [50]
Spain Caucasian 14.9%* 282 [8]
Spain and Portugal Caucasian 19.89** 1521 [17]
Sweden NS 18%* 314 [84]
Europe and Asia Russia Tartar 27.3%* 141 [51]
Balkar 14%* 200
Russian 26.84** 136
Russia Ulan-Ude (Buryat) 10.1%* 109 [52]
Irkustk 23.3%* 118
Turkey NS 15.8%* 347 [53]
Asia Bangladesh NS 11.7%* 320 [55]

(continued on next page)
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Table 4 (continued)

Region Country Ethnic group CYP2C19+%17 (%) N Reference
Bahrain NS 27.3%* 75 [54]
China Shanghai 0* 100 [85]

Xi’an 1.5 100

Shenyang 2.08 100

Shantou 1.04 100
China Han 1 831 [571

Hui 2.9 85

Uygur 3.1 352

Kazak 10.9%* 69
Indian NS 18%* 55 [86]
South Indian NS 19.2%* 206 [63]
Iran NS 21.60%* 180 [871
Iran Fars 28.2%* 156 [66]

Turk 26.9%* 56

Caspian 17.1%* 32

Lure 46.1%* 13

Kurd 21.4%* 14
Japan NS 1.3 265 [88]
Korea NS 1.5 271 [70]
Kuwait NS 25%* 100 [54]
Saudi Arabia NS 25.7%* 201 [20]
Singapore Chinese 1 100 [74]

Malay 2.5 100

Indian 16.5%* 100
Tunisia NS 21.3%* 258 [54]
Vietnam Kinh 1 100 [76]

Tay 1.4 103

Muong 1 99

H’Mong 0 40

Nung 0 33

Africa Egypt NS 17+ 190 [89]
Ethiopia NS 17.9%* 190 [84]

*p<0,05, **p<0.01, NS: Not specified.
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