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RESUMEN: Las enzimas citocromo CYP P450 llevan a cabo el
75% de las reacciones de biotransformacién de firmacos, por lo que sus
polimorfismos tienen gran relevancia farmacocinética. Los polimorfismos del
gen CYP2C19 afectan al metabolismo de firmacos antiulcerosos, inhibidores
de la bomba de protones. Concretamente, el polimorfismo g.19154G>A
da lugar a una funcién enzimaitica nula, lo que se traduce en una deficiente
metabolizacién. Dicho polimorfismo afecta a un sitio de reconocimiento
de la enzima de restriccion Sma I, por lo que su deteccidn se puede realizar
mediante sencillas técnicas de biologfa molecular. Curiosamente, la presencia
del polimorfismo se traduce en una mayor eficacia del tratamiento de
erradicacién de Helicobacter pilori. En este trabajo hemos analizado la
incidencia de este polimorfismo en una muestra de 208 personas
de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn, con énfasis en la poblacion de
Salamanca. Las proporciones globales de heterocigotos y homocigotos para
el polimorfismo se ajustan a la literatura. Sin embargo, hemos encontrado
un menor porcentaje de alelos polimérficos entre los individuos nacidos en
Salamanca, en comparacién con otras provincias. Seria interesante aumentar
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la muestra para esta poblacién y estudiar la correlacién de este polimorfismo
con la alta incidencia de cdncer gistrico en la Comunidad.

Palabras clave: CYP2C19; polimorfismo; Helicobacter pilori; Cancer
gastrico; Castilla y Ledn.

ABSTRACT: Cytochrome CYP P450 enzymes carry out 75% of
biotransformation reactions of drugs, so their polymorphisms have great
pharmacokinetic relevance. The polymorphisms of the CYP2C19 gene affect
the metabolism of antiulcer drugs, proton pump inhibitors. Specifically, the
g.19154G>A polymorphism gives rise to a null enzyme, which results in
poor metabolic activity. This polymorphism affects a recognition site for
the restriction enzyme Sma I, so its detection can be carried out by simple
molecular biology techniques. Interestingly, the presence of the polymorphism
results in a greater efficacy of the Helicobacter pylori eradication treatment.
In this work we have analyzed the incidence of this polymorphism in a
sample of 208 people from the Autonomous Community of Castillay Ledn,
with emphasis on the population of Salamanca. The global proportions of
heterozygotes and homozygotes for the polymorphism are in agreement with
the literature. However, we have found a lower percentage of polymorphic
alleles among individuals born in Salamanca, compared to other provinces.
It would be interesting to increase the sample for this population and study
the correlation of this polymorphism with the high incidence of gastric
cancer in the Community.

Keywords: CYP2C19; polymorpohism; Helicobacter pilori; Gastric
cancer; Castilla y Ledn.

1. INTRODUCCION

Los polimorfismos son variaciones en la secuencia de nucleétidos del genoma
humano que ocurren en al menos un 1% de la poblacién, lo que les diferencia de las
mutaciones, mucho menos frecuentes. Las variaciones en su frecuencia estdn ligadas
a condicionamientos étnicos y raciales, suponiendo desde un inofensivo cambio
fenotipico hasta el incremento de la susceptibilidad a padecer una patologia. Los
polimorfismos de un tinico nucledtido o single nucleotide polymorphisms (SNP o
snips), suponen mas del 90% de las variaciones del genoma humano, siendo los mas
frecuentes. Pueden darse en regiones codificantes, no codificantes o reguladoras,
sin implicar siempre un cambio de aminoacido, debido ala degeneracién del cédigo
genético. Los SNP a menudo introducen o eliminan sitios de reconocimiento de
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enzimas de restriccion en regiones de DNA. Esto se traduce en una variabilidad
en la longitud de los fragmentos generados tras la digestion del DNA con dichas
enzimas. Este tipo particular de SNP se conoce como Polimorfismo de Longitud
de Fragmentos de Restriccion o RFLP (restriction fragment length polymorphism)
(Rose et al., 2003).

La naturaleza polimérfica de los genes citocromo CYP P450, responsables del
75% de las reacciones de metabolizacion de firmacos, afecta a la respuesta inte-
rindividual de estos en clinica (Ingelman-Sundberg, Sim, 2010). Concretamente, el
gen CYP2C19, presenta hasta 26 alelos funcionales diferentes (Ingelman-Sundberg,
Sim, 2010). CYP2C19 es la enzima citocromo responsable del metabolismo de
firmacos antiulcerosos, inhibidores de la bomba de protones (IBP) (Ingelman-
Sundberg et al., 2007). El polimorfismo ¢.681G>A (g.19154G>A), situado en
el exén 5 de CYP2C19, afecta a un codén de glicina (GGA) que se transforma
en un sitio de procesamiento prematuro (GAA), lo que genera una protefna no
funcional. Ademas, este cambio altera un sitio de reconocimiento de la enzima
Sma I (CCCGGG), ya que el cambio afecta a la tiltima base de esta secuencia, que
pasaria a ser CCCGGA (Ingelman-Sundberg, Sim, 2010; Ozdil et al., 2010) (Figura
1A). Dependiendo de si el polimorfismo afecta a uno o a los dos alelos, podemos
tener tres genotipos diferentes: homocigoto silvestre (¥1/*1), heterocigoto para el
polimorfismo (*1/%2) y homocigoto para el polimorfismo (*2/%2), cada uno con
caracteristicas fenotipicas particulares (El Rouby ez al., 2018; Ingelman-Sundberg,
Sim 2010; Tang et al., 2013). Asi, la enzima silvestre (¥1/*1), con una actividad
enzimatica normal, estd considerada un metabolizador extensivo (EM, extensive
metabolizer), mientras que las variantes con un alelo polimérfico (*1/%2) o los dos
(*¥2/*2) son metabolizadores intermedio (IM, intermediate metabolizer) y lento
(PM, poor metabolizer) respectivamente, pues el alelo polimérfico no es funcional.

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa exclusiva del epitelio gistrico
humano. Esta bacteria es la causante de dlceras estomacales y de gastritis, y estd
considerada el mayor factor de riesgo de cincer géstrico (Pormohammad et al.,
2019; Rokkas et al., 2017; Sugano, 2019). La infeccidn por H. pylori se trata con
una terapia triple consistente en dos antibidticos (normalmente amoxicilina y
claritromicina) y un IBP como omeprazol, por lo que la eficacia del tratamiento
estd condicionada a los polimorfismos en CYP2C19 (Tang er al., 2013).

La variante alélica CYP2C19%2, en europeos, se encuentra en heterocigosis
enun 20-35% de la poblacién y en homocigosis en un 1-5% de la poblacién (El
Rouby er al., 2018; Kuo et al., 2014). La tasa de éxito de la terapia de erradicacién
de Helicobacter pylori en dlceras gastricas estd influenciada notablemente por el
genotipo de CYP2C19. Se ha descrito que la tasa de erradicacion es baja en el
caso de metabolizadores extensivos, mientras que se ve incrementada considera-
blemente en metabolizadores intermedios y metabolizadores lentos (Kuo et al.,
2014; Ozdil et al., 2010; Tang et al., 2013).
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El cdncer géstrico tiene una heterogénea distribucion en Espaiia, siendo la
Comunidad de Castilla y Ledn la de mayor incidencia (Aragones ez al., 2009). La
presencia de Helicobacter pylori, subsecuente a la aparicion de dlceras géstricas,
junto con el elevado consumo de productos carnicos en la Comunidad de Castilla
y Ledn, podria ser un factor relevante en la mayor incidencia de cincer géstrico
en su poblacion (Zhao et al., 2017; Zhu et al., 2013).

El objetivo de este estudio es el andlisis en una pequefia muestra de la poblacién
de Castilla y Ledn, con énfasis en la poblacién de Salamanca, de la incidencia del
polimorfismo CYP2C19%2 en base a su relevancia por su posible conexién con
la alta incidencia de cdncer gistrico en la comunidad.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Obtencion de las muestras

Se tomaron muestras de células epiteliales de la cavidad bucal a 217 voluntarios
mayores de edad, con independencia de sexo y edad, nacidos en la Comunidad
Auténoma de Castilla y Le6n. Las muestras fueron obtenidas en Salamanca, entre
julio y septiembre de 2017. Todos los voluntarios otorgaron su consentimiento
verbal de participacién en el estudio, el cual ha sido aprobado por el Comité Etico
de Investigacién del Hospital Universitario de Salamanca.

2.2. Extraccion del DNA del epitelio bucal

Las células epiteliales se recogieron mediante frotado de una torunda estéril
por la cavidad bucal, con énfasis en la zona de encias e interior de los carrillos,
de forma que cada muestra de células fuera consistente. Para la extraccion del
DNA genémico se utilizé el CANVAX BS Buccal Swab Genomic DNA Extrac-
tion Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se deposité la
muestra en un tubo eppendorf conteniendo 750 pl de solucién de resuspension.
Tras centrifugado a 13000 rpm durante 5 min, se eliminé el sobrenadante dejando
unos 10-20 pl de liquido residual. Las células se lisaron con una mezcla de 200
pl de tampdn de lisis S2 y 3 pl de proteinasa K, mediante incubacién en un bafio
termostatizado a 56 °C durante 45-60 min. Tras la precipitacién y eliminacién
de las proteinas mediante centrifugacién a 13000 rpm, el sobrenadante resultante
fue transferido a un nuevo eppendort conteniendo 190 pl de isopropanol y 10
pl de tampén S4. La nueva mezcla se homogeneizé por inversién permitiendo
la precipitacion del DNA. El precipitado se lavé con 200 pl de etanol al 70% y
se sec6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. El DNA de cada muestra se
conservé en 20 ml de tampén EB.
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2.3. PCR, digestion del DNA y electroforesis

Para la amplificacién por PCR se disefiaron dos oligonucleétidos que definen
un amplicén de 300 pb del gen humano CYP2C19 conteniendo el exén 5, ya
que el sitio polimérfico a analizar se encuentra en ese exdn, concretamente en la
posicién 681 del cDNA (GenBack Accession NG_008384). Las secuencias del
oligonucleétido directo y reverso fueron respectivamente: 5-CAACCAGA-
GCTTGGCATATTG-3’y 5-CACAAATACGCAAGCAGTCAC-3". Dichos

oligonucledtidos anillan en los intrones 4 y 5 respectivamente (Figura 1B). La

Ficura 1. El polimorfismo en ¢.681G>A del gen CYP2C19 afecta a un sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién Sma I

A
300 pb
Alelo polimorfico A STB I
CCCGGG _ CCCGGA
Alelo silvestre G GGGLCC ™ GGGCCT
<«—— 185pb —>T<— 115 pb —»
Sma
B c

Oligo F
T ATTGTTTTCT CTTAGATATG M 123 4567 8910111213
T CCCACTATCA TTGATTATTT CCCG@ACC CATAACAAAT TACTTAAAAA ‘);
24181 CCTTGCTTTT ATGGAAAGTG ATATTTTGGA GAAAGTAAAA GAACACCAAG AATCGATGGA 500 :
24241 CATCRACAAC CCTCGGGACT TTATTGATTG CTTCCTGATC AAAATGGAGA AGGTARAA

TG_TGACTGCTTG CGTATTTGT!

Intron

250

Intron

OligoR

(A) Se indica la secuencia de reconocimiento, asi como el punto de corte, y la localizacién
de polimorfismo dentro de la secuencia. En ausencia de polimorfismo, Sma I divide el
fragmento de 300 pb en dos fragmentos de 185 y 115 pb. (B) Fragmento de la secuencia de
CYP2C19 correspondiente al exén 5 y a fragmentos de los intrones flanqueantes donde
anillan los oligonucleétidos utilizados en la reaccién de PCR (cajas amarillas). Se indica
en fucsia la secuencia de Sma I y con un recuadro el sitio polimérfico. Oligo F: oligo
directo; oligo R: oligo reverso. (C) Ejemplo representativo de una electroforesis en gel de
agarosa donde se analizan 13 de las muestras recogidas. Se observan las 3 bandas de 300
pb, 185 pb y 115 pb. Las muestras 7 y 9 corresponden a genotipos heterocigéticos para
el polimorfismo (GA); la muestra 13 corresponde a un genotipo homocigético para el
polimorfismo (AA). El resto de muestras presentan 2 bandas de 185 pb y 115 pb, corres-
pondientes al genotipo silvestre u homocigético (GG). La figura representa concordancia
con la distribucién genotipica observada, siendo el silvestre (GG) el més frecuente y el
homocigoto (AA), el menos habitual. M: Marcador de pesos moleculares (1Kb ladder
GeneRuler de Fisher Scientific).
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PCR se llevd a cabo a 55 °C de anillamiento, 1 min, durante 35 ciclos. El producto
de PCR se digiri6 con la enzima Sma I, 2 h a 30 °C. Los productos de digestién
se visualizaron mediante electroforesis, en un gel de agarosa al 2% (Figura 1C).

3. RESULTADOS

De entre las 217 muestras analizadas, se obtuvieron 152 homocigotos silvestres
o metabolizadores extensivos, 51 heterocigotos o metabolizadores intermedios y
5 homocigotos para el polimorfismo o metabolizadores lentos (Figura 2A). Las 9
muestras restantes fueron descartadas por la imposibilidad de obtener un resultado
concluyente debido a la insuficiente cantidad de muestra recogida.

Ficura 2. El polimorfismo en ¢.681G>A del gen CYP2C19 muestra una
distribucién diferencial en Castilla y Leén

A B
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(A) Distribucién genotipica obtenida de las 208 muestras vélidas. El genotipo homocigé-
tico silvestre fue el mds frecuente, presentindose en un 73% de las muestras. El genotipo
heterocigoto tuvo un porcentaje del 25% y el genotipo homocigoto para el polimorfismo
solamente aparecié en un 2% de las muestras. (B) Distribucién por provincias de las 208
muestras vélidas recogidas. Se representa el porcentaje segun el lugar de nacimiento de
cada voluntario en las distintas provincias de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn.
Como se aprecia, Salamanca es la provincia mds representada. (C) Nimero de individuos
de cada uno de los 3 genotipos por provincia de nacimiento.
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Para profundizar un poco mis en el estudio, se analizaron estos mismos
porcentajes por provincias. La Figura 2B muestra un grifico con la distribucién
de las muestras recogidas segtin la provincia de nacimiento del donante. La mayor
cantidad de muestras proceden de donantes de Salamanca, seguido de Le6n, Palen-
cia y Zamora, algo a tener en cuenta a la hora de analizar los datos. La Figura 2C
muestra la distribucién de todas las muestras por provincia y genotipo.

Finalmente, la Figura 3 recoge la distribucion de los genotipos en las 4 provin-
clas con mayor representacién en nimero de muestras.

Ficura 3. Distribucién genotipica del polimorfismo en las 4 provincias
donde se obtuvo un mayor nimero de muestras. Destaca la menor representacién
de homocigotos polimérficos en Salamanca, en comparacién con las otras
3 provincias representadas

Salamanca n=90 Ledn n=24
@HOMOCIGOTOS WT [a%] @HOMOCIGOTOS WT
‘ DHETEROCIGOTOS
HETEROCIGOTOS
BHOMOCIGOTOS
EHOMOCIGOTOS POLIMORFICOS
POLIMORFICOS
Palencia n=21 Zamora n=21
BHOMOCIGOTOS WT [5%] @HOMOCIGOTOS WT
m EHETEROCIGOTOS @HETEROCIGOTOS
EHOMOCIGOTOS @HOMOCIGOTOS
POLIMORFICOS POLIMORFICOS
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4. DiscusioN

Los estudios farmacogenéticos estdn cada vez mds asociados al desarrollo de
farmacos con el objetivo de conseguir un tratamiento farmacoldgico més efectivo
(Ingelman-Sundberg et al., 2007). El cribado de las variaciones polimérficas en
enzimas como el citocromo CYP-P450, y concretamente en este caso CYP2C19,
proporciona informacién acerca de cémo debe tratarse de forma individual a cada
paciente segtin sus condicionamientos farmacogenéticos (Ingelman-Sundberg, Sim
2010). Para ello, conocer la frecuencia y repercusién del polimorfismo CYP2C19*2
en la poblacién ayudard a adecuar las lineas de tratamiento con inhibidores de
la bomba de protones (IBP) en la terapia de erradicacion de Helicobacter pylori,
con miras a mejorar su eficacia y seguridad de forma individualizada (Kuo ez al.,
2014; Tang et al., 2013).

Nuestros resultados han revelado una distribucién genotipica del CYP2C19*2
en la poblacién de Castilla y Ledn, acorde a los datos conocidos hasta el momento
(E1Rouby ez al., 2018; Kuo er al., 2014). Asi, el genotipo hom(GG) silvestre EM es
el mds predominante con un 60-80% de los casos. Entre un 20-35% son het(GA)
IM y solamente 1-5% de la poblacién presenta el polimorfismo en ambos alelos,
es decir, son PM.

Si bien las frecuencias globales se ajustan a la literatura (El Rouby er al., 2018;
Kuo et al., 2014), nos llama la atencién la variabilidad entre provincias, sobre todo
las diferencias entre Salamanca y las otras 3 provincias con un niimero repre-
sentativo de muestras. Por ejemplo, de las 90 muestras de Salamanca solo hay 1
homocigoto polimérfico. Esto representa un 1,1% frente al 5% de este genotipo
en Palencia y Zamora (1 caso en 21 muestras) y el 4% en Ledn (1 caso en 24
muestras). Serfa interesante realizar estudios de asociacion de este polimorfismo
con la incidencia de cdncer géstrico en las distintas comunidades.

La influencia del genotipo CYP2C19%2 en el tratamiento de erradicacién de
Helicobacter pylori tiene relevancia, tanto en las primeras lineas de tratamiento,
como en los tratamientos de rescate y el tratamiento con levofloxacino. La meta-
bolizacién enzimdtica de IBP como omeprazol o lansoprazol por CYP2C19 va
a determinar los niveles séricos de firmaco que llegan a su lugar de accién y la
consiguiente efectividad del tratamiento. Se ha visto que en los EM la tasa de efec-
tividad con la triple terapia de amoxicilina-claritromicina junto a un IBP se reduce
un 15-25% con respecto a los IM y PM (El Rouby ez al., 2018; Kuo et al., 2014;
Ozdil et al., 2010; Tang et al., 2013). Lo mismo ocurre en el caso de pantoprazol
(El Rouby et al., 2018). Sin embargo, la presencia del CYP2C19%2 no afecta al
tratamiento cuando el IBP incluido es rabeprazol o esomeprazol. Tampoco hay
diferencias significativas con la triple terapia de rescate con levofloxacino (Kuo
et al., 2014).
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A razon de esto, la eficacia terapéutica del tratamiento de erradicacién de
Helicobacter pylori en todos aquellos con presentacion fenotipica de EM, se verd
rebajada notablemente. Como hipotéticas medidas para obtener una terapia efectiva
en toda la poblacién se propone un aumento de dosis de omeprazol y lansopra-
zol, o el intercambio terapéutico por rabeprazol o esomeprazol (El Rouby et al.,
2018; Tang et al., 2013). Ademas, la insercién de procedimientos de genotipado a
los pacientes, en busca de los alelos polimérficos mas comunes, podria suponer
una reduccion de costes en comparacion con el uso de segundas y terceras lineas
de tratamiento mds costosas en aquellos pacientes cuyo tratamiento fracase en
primer lugar (El Rouby et al., 2018).

Por tltimo, la relacién entre la infeccién de Helicobacter pylori y el elevado
consumo de carne roja y productos cirnicos procesados en la comunidad de
Castilla y Ledn, son factores de riesgo que podrian incrementar la posibilidad
de padecer cdncer gastrico (Zhao et al., 2017; Zhu er al., 2013). Sin embargo, se
necesitan mds estudios epidemioldgicos que puedan evidenciar la influencia real
de ambos factores, en conjunto, en el aumento de la incidencia de esta patologia
con respecto a otras comunidades (Aragones et al., 2009).

En resumen, las proporciones globales obtenidas en la poblacién de Castilla y
Ledn, con énfasis en la poblacién de Salamanca, del polimorfismo CYP2C197*2 se
asemejan a las revisadas en la literatura para personas de procedencia europea. Por
otra parte, a pesar de encontrarse entre los mirgenes descritos, llama la atencion el
menor porcentaje de alelos polimérficos en los individuos nacidos en Salamanca,
en comparacion con otras provincias de la Comunidad, como Palencia, Leén o
Zamora. Esta variabilidad entre diferentes provincias atn debe ser motivo de
estudio, dado el pequefio tamafio de la muestra en la mayoria de las provincias.
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