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RESUMEN

El gen CYP2C9 codifica una enzima del citocromo P450 implicada en el metabolismo de
aproximadamente el 20 % de los fArmacos clinicos. Las variantes alélicas CYP2C9*2
(rs1799853) y CYP2C9*3 (rs1057910) afectan significativamente la actividad enzimatica y,
por ende, la respuesta farmacoldgica individual. Este estudio tuvo como objetivo determinar
la frecuencia de estos polimorfismos en estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo (2023-2024), mediante PCR-SSCP. Se analizaron
70 muestras. Para rs1799853, todas presentaron el genotipo homocigoto CC, evidenciando
ausencia de variabilidad genética y desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. En
rs1057910 se observd mayor diversidad genotipica (AA: 75.7 %, AC/AG: 21.4 %, CC/GG:
2.9 %) y se encontrd en equilibrio poblacional.

Estos resultados resaltan la importancia de estudios farmacogenéticos regionales para
optimizar la prescripcion de medicamentos segun el perfil genético individual, y constituyen
un punto de partida para futuras investigaciones orientadas a implementar estrategias de
medicina personalizada en la regién de Lambayeque.

PALABRAS CLAVE: Alelos, Genotipo, farmacogenética.

xvil



ABSTRACT

The CYP2C9 gene encodes a cytochrome P450 enzyme involved in the metabolism of
approximately 20% of clinically used drugs. The allelic variants CYP2C9*2 (rs1799853) and
CYP2C9*3 (rs1057910) significantly affect enzymatic activity and, consequently, individual
drug response. This study aimed to determine the frequency of these polymorphisms in students
from the Faculty of Biological Sciences at the National University Pedro Ruiz Gallo (2023—
2024), using the PCR-SSCP technique. A total of 70 samples were analyzed. For rs1799853,
all samples exhibited the homozygous CC genotype, indicating an absence of genetic
variability and deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. In contrast, rs1057910 showed
greater genotypic diversity (AA: 75.7%, AC/AG: 21.4%, CC/GG: 2.9%) and was found to be
in population equilibrium.

These findings highlight the importance of conducting regional pharmacogenetic studies to
optimize drug prescription based on individual genetic profiles and represent a starting point
for future research aimed at implementing personalized medicine strategies in the Lambayeque
region.

KEYWORDS: Alleles, Genotype, Pharmacogenetics.
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INTRODUCCION

CYP2C9, miembro 9 de la subfamilia C de la familia 2 del citocromo P450, presenta 9
exones (National Center for Biotechnology Information, 2020) y desempefia un papel
fundamental en el metabolismo de aproximadamente el 20 % de los farmacos utilizados
clinicamente cual y se han descrito hasta el momento 85 variantes alélicas, de las cuales las
principales variantes de importancia clinica a las cuales nos referiremos como alelos mutados
son 2: alelo mutado *2 6 CYP2C9*2 o SNP rs1799853 y alelo mutado *3 6 CYP2C9*3 O
SNP rs1057910, y el alelo*1 6 CYP2C9*1, el cual es el alelo normal o silvestre. Se encuentra
ubicado en el cromosoma 10g23.33 y abarca alrededor de 390 kb,asi mismo este locus contiene
también a CYP2CS, CYP218 Y CYP219 (Pratt et al., 2019). Esta proteina, estd compuesta por
490 aminoicidos y con un peso molecular estimado de 55 kDa

(https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC12111419/)

Los polimorfismos genéticos del gen CYP2C9 ,son considerados un factor determinante
en la variabilidad en la respuesta de medicamentos en cada individuo. Por lo tanto, la
variabilidad interindividual y diversidad poblacional en la expresion de los genes que contienen
a estos polimorfismos, pueden afectar la respuesta a tratamientos farmacolédgicos (Daly et al.,
2017).

Estudios poblacionales han descrito frecuencias heterogéneas de las variantes alélicas
de CYP2C9 alrededor del mundo, principalmente en Europa, Africa y Asia (Yoon et al., 2021,
p. 277). Los alelos mutados *2 y *3 son los polimorfismos con frecuencias mas altas, siendo
estos causantes de la reduccion de la actividad enzimdtica en un 50-70% y 75-99%
respectivamente, una disminucion de funcidn indica exposicion y dosis mas altas de farmacos
aumentando el riesgo de hemorragias gastrointestinales (Zhou et al., 2023).

Latinoamérica presenta una amplia heterogeneidad de ascendencias; Brasil y Colombia

presentan la mayor proporcién de ascendencia africana y europea (Ramirez et al., 2019),
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mientras que, en Perq, estudios genéticos han evidenciado la diversidad de su poblacién, siendo
en su mayoria amerindios, europeos, y en menor proporcion africanos y asiaticos (Alvarado et
al., 2019).

Alvarado et al (2019) expresan su inquietud en una de sus investigaciones publicadas
recientemente afios atras, acerca de la insuficiente investigacion que se ha hecho en torno a
CYP2C9 en Pert, dado que este gen tiene relevancia médica y desempefia un importante papel
en la eficacia de los tratamientos dados a cada individuo. En este contexto, en el presente
estudio se propuso determinar la frecuencia de los alelos mutados *2 y *3, en un grupo de
estudiantes Lambayecanos, con la finalidad de elaborar un marco de referencia en relacion la
distribucion de los polimorfismos de este gen en estudiantes de la region Lambayeque y pueda
servir como base de datos para futuras investigaciones en el area de farmacogendémica y
contribuir con el conocimiento sobre el metabolismo de farmacos en poblaciones adultas.

Por lo tanto, se formul6 la siguiente interrogante, ;Cudl es la frecuencia de los
polimorfismos rs1799853 y rs1057910 del gen CYP2C9 en estudiantes de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo 2023- 2024?. Para lo cual se
plante6 como objetivo principal de este estudio, analizar los SNP rs1799853 (CYP2C9*2) y
rs1057910 (CYP2C9*3) en estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo 2023- 2024, utilizando abordajes de biologia molecular y genética
de poblaciones. Los objetivos especificos del estudio fueron, detectar las regiones que
contienen a los alelos mutados *2 y *3 en estudiantes de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo mediante PCR de alelo especifico; también estimar
el equilibrio de Hardy-Weinberg de los alelos mutados *2 y *3 para conocer la variante alélica
mas frecuente en estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo y comparar los genotipos obtenidos de los estudiantes de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.



CAPITULO 1. DISENO TEORICO

1.1. Antecedentes

Stubbins et al (1996) describen los primeros ensayos que se basaron en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con el fin de distinguir secuencias alélicas del gen CYP2C9 y
sus frecuencias en la poblacion caucésica, que son generadas debido a la sustitucion de una
base en la region codificante del gen. En ese afio, habia estudios de 6 secuencias de ADN de
CYP2C9 humano diferente, ademas, que a la secuencia CYP2C10 se le consideraba altamente
homologa. Del total de 7 secuencias estudiadas la mas comtn fue CYP2C9*1.

Zhou et al. (2023) realizan una revision de 108 articulos originales que incluian datos
de 81 662 individuos no relacionados en 70 paises y 40 grupos étnicos Unicos, en donde se
obtuvo que en Europa y Oriente Medio el alelo mutado *2 fue el mas abundante, teniendo una
significativa prevalencia en Irdn (18,1 %), Croacia (16,5 %), Libano (15,4 %) y Francia (15
%). Para la poblacion del este y sur de Asia fue casi ausente (<5%). En la poblacion del norte
de Africa se obtuvo un 12 %. Mientras que, en la poblacion de las Américas, se observaron
frecuencias altas en Brasil (10,7 %), y bajas en Ecuador (0,5 %), México (3,7 %) y Peru (3,8
%). Las frecuencias mas altas para el alelo mutado*3, se obtuvo en la poblacion de Europa y
Medio Oriente, presentando en Espafia (10,1 %) y Turquia (9,8 %), siendo ausente o era raro
en Africa subsahariana y Asia oriental. También se encontré gran presencia en la poblacion
Emiratos Arabes Unidos (21,3 %), siendo un porcentaje alto en comparacion de otras
poblaciones de Medio Oriente (<6 %). Se obtuvo también que en poblacion del sur de Asia
estd presente en frecuencias altas como 11,9 % en Pakistdan y 11,6 % en Bangladesh. Para
Suramérica, se obtuvo frecuencias altas en Uruguay (7,6 %), Colombia (6,8 %) y Brasil (6 %),

pero inferiores al 5 % en todos los demads paises informados.

Naujokaitis et al. (2021) realizaron un estudio retrospectivo con la base de datos de la

Clinica Kaunas (Lituania) de un total de 54 pacientes en el periodo 2017-2018; donde se busco



evaluar las variaciones alélicas de las enzimas del citocromo P450 (CYP), el CYP2C19,
CYP2C9 y CYP2D6, clasificando a los pacientes como metabolizadores normales (NM),
metabolizadores intermedios (IM), metabolizadores rapidos (RM), metabolizadores
ultrarrapidos (UM) y metabolizadores lentos (PM). Para CYP2C9, se obtuvo que 44 pacientes
(81,48%) tuvieron genotipo *1/*1, se clasificaron como metabolizadores normales (NM); y 10
pacientes (18,52%) con los genotipos *1/#2;%¥1/%3 se clasificaron como metabolizadores

intermedios (MI).

Vidovi¢ et al. (2021) determinaron la prevalencia de las variantes alélicas de los genes
CYP2C9 y CYP2CI9 en la poblacion general de la Republica de Srpska (Bosnia y
Herzegovina), en una poblacion de 216 voluntarios sanos seleccionados al azar mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), obtuvieron que para el alelo*1
de tipo salvaje se presentd en la gran mayoria (78,90 %), seguido del alelo mutado *2 (13,66
%) y una baja prevalencia del alelo mutado *3 (7,40 %). Los genotipos mas prevalentes fueron
de 62,03 % para los metabolizadores normales (*1/*1). Por su lado los metabolizadores lentos
(*2/*3 y *3/*3 ) representaron el 1,86 %, y los metabolizadores intermedios (*1/*2 , *1/*3 o

*2/%2 ) el 36,11 % de los participantes.

Dorji et al. (2019) realizé una revision sistematica que abarcd estudios relevantes
relacionados con las frecuencias genotipicas de CYP2CY9, CYP2C19, CYP2D6'y CYP3AS5, este
estudio se centro en polimorfismos clinicamente relevantes para las poblaciones del sudeste y
este de Asia (SEEA). La revision incluy6 un total de 340 articulos los cuales incluyen estudios
en 16 poblaciones: birmanos, chinos, indonesios, japoneses, minoria étnica Karen, coreanos,
malasios (malayos, chinos e indios), filipinos, singapurenses (chinos, malayos e indios),
taiwaneses, tailandesa y vietnamita. Entre estas poblaciones los alelos comunes eran
CYP2C9*1, *2 y *3 y el genotipo *1/*1 resultd ser el més prevalente reportandose con una
frecuencia entre 69.27% y 95.54%, le siguieron los genotipos *1/*3 con un rango de 4.45% al
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20.11% y *3*3 abarca del 0% al 2.23%. Los genotipos *1/*2, *2/*2 y *2/*3 también se

observan en la muestra solo que en menor frecuencia.

Un estudio realizado por Ahmed et al. (2020), con el fin de identificar las variaciones
en las frecuencias de polimorfismos en el gen CYP2C9 en poblacion pakistani, contaron con la
participacion de 467 voluntarios los cuales estaban repartidos entre 6 etnias principales de
Pakistan las cuales eran: punjabis, pathan, sindhi, balochi, seraiki y urdu, el genotipado se
realizd6 mediante ARMS-PCR. En este estudio se tuvo como resultado que las frecuencias
alélicas de alelo silvestre *1, alelo mutado *2 y alelo mutado*3 en las 6 etnias pakistanies fue
0,876, 0,059 y 0,064, respectivamente, siendo mayor la frecuencia alélica para el alelo
silvestre* 1, mientras que las frecuencias de genotipo fue 80,3% para el genotipos*1*1 , 6,2%
para el genotipo *1*2, 8,4% para el genotipo *1*3, 0,6% para el genotipo *2*2 y 4,5% para el

genotipo*2*3; siendo la mayor frecuencia para el genotipo *1/*1.

Calderon et al. (2020) realizaron un estudio en 67 pacientes colombianos adultos con
epilepsia, con el fin de evaluar el impacto de factores genéticos y como se asocian con la
reaccion adversa a medicamentos (RAM) de la fenitoina mediante un estudio de cohorte
prospectivo, observacional y analitico para detectar cuatro polimorfismos en farmacogenes,
entre los cuales se encontraba los alelos mutados *2 y *3, los polimorfismos se amplificaron
mediante PCR. La frecuencia alélica mas destacada corresponde al alelo silvestre *1
presentando un 86.4%, en segundo lugar, se encontro el alelo mutado *2 con un 9.1%, seguida
por el alelo mutado*3 con un 4.5%. En cuanto a la frecuencia genotipica, la combinacion mas
comun fue para *1/*1 con un 74% del total de la muestra, le sigue *1/*2 con un 18.2% , *1/*3

con un 6,5% y *3/*3 con 1.3%.

En Chile (Miranda et al, 2011) se realiz6 un estudio a voluntarios sanos para poder

detectar el alelo mutado *2 y conocer como actiia en la biotransformacién y respuesta a



tratamientos con acenocumarol, los genotipos se detectaron mediante PCR-RFLP. Se estudio
a 24 voluntarios sanos, de estos 19 eran homocigotos dominantes CYP2C9*1/*1, 4 eran

heterocigotos CYP2C9*1/*2 y 1 voluntario era homocigoto recesivo CYP2C9*2/*2.

En un estudio realizado por Vicente et al (2014), el cual se centraba en investigar las
posibles diferencias entre espafioles y mestizos ecuatorianos con respecto a CYP2C9 y otros
genes de importancia médica, obtuvieron el ADN de 282 sujetos espafioles y 297 ecuatorianos,
se genotipo mediante piro secuenciacion a los alelos mutados *2 y *3. En ecuatorianos mestizos
los alelos mutados *2 y *3 se detectaron en una frecuencia de 0.5% y 3.7% respectivamente,
mientras que en espafioles las variantes se encontraron en un 13,3% y 7.7%. La frecuencia del
genotipo *1/*1 en espafioles y ecuatorianos mestizos fueron de 58.1% y 91.6%
respectivamente, para los genotipos *1/ 2 o *1/*3 fue de un 36.9% y 8.4% para espaioles y
ecuatorianos mestizos, mientras que para los genotipos *2/*2, *2/*3 ¢ *3/*3 con un 5% y 0%

para espafioles y ecuatorianos mestizos.

Cuautle et al. (2019) en su investigacion nos describe el uso de sulfonilureas en 199
pacientes mexicanos con diabetes mellitus tipos II (DMT?2), las cuales son metabolizadas por
el citocromo P450 2C9. Esta investigacion tenia como finalidad describir los alelos mutados
*2 %3, IVS8-109T y su importancia clinica en la variabilidad de la respuesta a glibenclamida.
A los pacientes se les administré diferentes tratamientos con glibenclamida (n=11),
glibenclamida combinada con metformina (n = 112) o metformina (n = 76). El ADN gen6mico
se extrajo de muestras sanguineas, y fueron posteriormente genotipificadas utilizando una PCR
cuantitativa con transcripcion inversa, discriminacion alélica de punto final y polimorfismo
largo de fragmentos de restriccion enzimaticos amplificados por PCR. En este estudio se
obtuvieron como frecuencia de genotipos: 87,5% para CYP2C9*1/*1; 6,5% para *1/*2;y 5,2%

para *1/*3. Al final no se pudo demostrar la asociacion entre los polimorfismos de CYP2C9y



el metabolismo de sulfonilureas que pretendian explicar los precarios niveles de control de

DMT?2.

Guevara et al., (2017) realizaron un estudio en el que analizaron los genes CYP2C9Y,
CYP2CI19 y EPHX en 50 pacientes uruguayos diagnosticados con epilepsia, tratados con
fenitoina en un rango de edades de 18-76 anos. Los autores utilizaron la técnica de PCR
convencional y secuenciacion para conocer los SNP’s de CYP2C9. Los resultados, del gen de
nuestro interés, revelaron que de los participantes 34 (68%) pacientes eran homocigotos para
el alelo de tipo salvaje (*1/*1) clasificando, asi como metabolizadores normales. Por otro lado
un total de 15 pacientes eran heterocigotos portando un alelo de tipo salvaje y un alelo mutante
(*1/*2 0 *1/*3), los que llevo a categorizarlos como metabolizadores intermedios a 11 (22%)
y 4(8%) individuos respectivamente. Solamente un paciente (2%) era homocigoto recesivo

(*2/*2) catalogandolo como metabolizador pobre.

Ramirez, J., (2016) realiz6 un estudio en 133 personas nicaragiienses, mestizas y sanas,
cuyo objetivo era determinar la variabilidad interindividual de las enzimas CYP2D6, CYP2C9;
CYP2C19 y compararlas con otras poblaciones latinoamericanas. Lo que respecta a CYP2C9
y sus variantes alélicas * 2, * 3 y * 6, se realizaron mediante PCR-RT con ensayos TagMan.
Como resultado se obtuvo que para CYP2C9 la poblacion mayoritariamente es metabolizadora
normal para esta enzima. En frecuencia alélica obtuvieron un 88,3% para alelo silvestre *1, 9,5
para alelo mutado*2 y 2,3% para alelo mutado *3, sin embargo no se encontrd el alelo
CYP2C9*6, mientras que para la frecuencia de genotipos se obtuvo un 76,5% para el genotipo
*1/*1; 18,9% para el genotipo *1/*2 y 4,6% para el genotipo *1/*3. Se concluy6d que la
poblacién nicaragiiense presenta un patron de distribucion parecido al de la mayoria de las

poblaciones mestizas de América Latina.



Alvarado et al. (2019) determind la frecuencia de las variantes CYP2C9*2 vy
CYP2C9*3 en 218 peruanos mestizos provenientes de Lima, Tacna y Junin. Para la obtencion
del ADN gendmico se realizaron hisopados de mucosa oral, y la deteccion de las variantes se
hizo mediante PCR en tiempo real, utilizando sondas TagMan. Como resultado de este estudio
se determind que las variantes *2 y *3 se encuentran en una frecuencia de 0.046 y 0.062
respectivamente, también este estudio predijo las frecuencias de los genotipos en la poblacién
mestiza peruana: CYP2C9*1/*2 con 5,96 % y CYP2C9*1/*3 con un 9,17 % correspondiendo
ambos al fenotipo de metabolizadores intermedios, por otro lado los genotipos CYP2C9*2/*2
con un 1,38 %; CYP2C9*3/*3 con un 1,38 %; CYP2C9*2/*3 con un 0,46 % representan al

fenotipo metabolizador lento.

En el afio 2020, Rodriguez, A., llevo a cabo una investigacion de los alelos mutados *2
y *3 en hipertension arterial con el objetivo de determinar la asociacion de las variantes y un
grupo de pacientes peruanos hipertensos y controles normotensos residentes en Lima. En esta
investigacion, se trabajé con una muestra de 357 pacientes. Para llevar a cabo esta investigacion
el autor utilizo6 la técnica de PCR en tiempo real que permitié conocer la genotipificacion en
las variantes de interés. El alelo mutado *2 fue observada en un 3,1% de la muestra, mientras
que el alelo mutado*3 se encontr6 en un 3,5%. Se demostrd que los alelos mutados *2 y *3 no

tienen relacion con la hipertension arterial.

Un estudio reciente en Pert realizado en ciento setenta y cuatro voluntarios peruanos
sanos (73 mujeres y 101 hombres) de diferentes grupos étnicos, a los cuales se les separ6 por
ecorregiones, en la Costa se tenia a los departamentos de Lambayeque, Lima e Ica, la
ecorregion andina formada por Puno, Arequipa, Ancash, Cajamarca y la ecorregion amazonica
conformada por Loreto y San Martin. Se obtuvo que, en la ecorregion Andina, el alelo silvestre
*1 fue el mas comun (96,32%), en la Costa el alelo mutado *2 fue el mas comun (7,45%),
mientras que en Amazonas el alelo mutado *3 fue el mas comun (6,25%). A su vez se obtuvo
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que la g EM (metabolizadores rapidos) fue mas comun en poblaciones andinas (94,74%), la g
IM (metabolizadores intermedios) en costa (17,02%) y la g PM (metabolizadores pobres) en

poblaciones amazodnicas (6,25%). (Valencia et al, 2021)

1.2. Bases teoricas

1.2.1. Generalidades del Citocromo CYP450 2C9 (CYP2(C9)

La isoforma CYP2C9 o también llamada citocromo CYP2C9 ocupa alrededor del 50%
del total de la subfamilia CYP2C siendo la isoforma mas abundante, esta participa en el
metabolismo de firmacos como (S)-warfarina, losartan, tolbutamida, fenitoina, numerosos
AINE y antidepresivos, los cuales son de importancia clinica (Vicente et al., 2014). Este
citocromo se encarga de metabolizar alrededor del 15% de farmacos, y el gen que lo codifica
evidencia polimorfismos genéticos los cuales puede variar su presencia segin poblacion, etnias

y ubicacién geografica. (Alvarado et al., 2019)

Los alelos mutados *2 y *3 presentan una significativa reducciéon de actividad
enzimatica, los individuos que presentan dos de estos alelos se les denomina metabolizadores
lentos de los sustratos del CYP2C9, ya que estos oxidan los firmacos mas lentamente que los
que presentan el alelo silvestre *1 o alelo wild type, las respuestas de estos alelos hacen a las
personas mas o menos vulnerables al avance de la enfermedad (Sausville et al., 2018, p. 4866)
o pueden generar reacciones adversas a medicamentos como neurotoxicidad, hemorragias

gastrointestinales y problemas cardiovasculares (Sangkuhl et al., 2021).



Tabla 1.

Caracteristicas de los alelos *1, *2, *3

Gen Alelo Cambios Actividad
¢ de nucleotidos enzimatica
* ] (tipo salvaje) Ninguno Normal
CYP2C9 *2 430C>T Disminuido
*3 10754> C Disminuido

Nota. * I representa el alelo de tipo salvaje o normal, *2 y *3 alelos mutados.

1.2.2. Genotipo y fenotipo

La actividad de cada enzima codificada por la combinacion de alelos en estrella
CYP450 se clasifica como metabolizador pobre (PM), metabolizador intermedio (IM),
metabolizador normal (NM). Algunos de estos genes son altamente polimorficos con multiples
alelos y la prediccion de fenotipos mediante la deteccion de polimorfismos de genes CYP que
son importantes para el metabolismo de los farmacos es fundamental en la farmacoterapia (Goh
etal., 2017)

Alvarado et al (2019) sefiala que cuando una persona es portadora de dos alelos de
funcion reducida, sean estos CYP2C9*2/*2, CYP2C9*3/*3 o CYP2C9*2/*3, se configura un
genotipo predictor de metabolismo lento. Los genotipos implicados en el metabolismo
intermedio se generan cuando se presenta un alelo de funcién normal y otro de funcion reducida
CYP2C9*1/*2 6 CYP2C9*1/*3, mientras que para el genotipo compuesto por el alelo *1/*1 se
le considera un genotipo de metabolismo normal.

1.2.3. Polimorfismos de un solo Nucledtido

Un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) es la variacion de un solo nucleétido en

una posicion determinada del genoma, lo cual puede generar una alteracion que cause o no un

trastorno; ademas estan asociados al aumento de la susceptibilidad de una enfermedad al influir
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en la estructura del ARN mensajero (ARNm), a esto se le suma la relacion en el metabolismo
de farmacos, siendo de importancia la identificacion genética de un individuo. (Xiong et al.,
2020). Ademas, para que estas variaciones sean consideradas como un SNP, deben estar

presentes en mas del 1% de la poblacion. (Gazendam et al., 2022)

Los estudios sobre SNP, en poblaciones humanas, describen la diversidad que se
encuentran en una determinada poblacion, haciendo que la deteccidon de variaciones en estas,
sean mas predecibles; siendo de importancia para determinar marcadores de estados de

enfermedad, fenotipo, ascendencia e identidad individual. (Farris et al., 2018)

Estos SNP estan asociados en el desarrollo de multiples enfermedades como el cancer,
la diabetes; es por ello que la busqueda de métodos para discriminar SNP resultan importantes
en la prediccion de enfermedades, para poder dar un diagnoéstico clinico personalizado. (Hu et

al., 2019)

Los SNP se encuentran en diferentes porcentajes en una poblacion, lo que explicaria la
diversidad fenotipica de los individuos. Dentro de los SNP, existe un grupo que se creia no
altera la secuencia de la proteina resultante, conocidos como SNP silenciosos; pero diferentes
estudios han determinado que influyen en alteraciones moleculares funcionales, ademas

pueden alterar la funcion y expresion del fenotipo. (Ho et al., 2011).

La recopilacion de SNP’s, ayuda en la prediccion del riesgo a una enfermedad de una
persona a futuro, también para estimar el efecto de un tratamiento futuro, como una terapia
dirigida. (Pour et al., 2020). En los ultimos afios, diversos estudios han permitido la medicion
de SNP’s a lo largo del genoma, lo cual ha permitido identificarlos y asociarlos a diversas

enfermedades. (Zhu & Zhou, 2020)
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1.2.4. Definicion de términos basicos

Gen: Secuencia de ADN determinante de un rasgo o caracteristica observable de un
organismo. (Susman, 2001)

Isoforma: Productos del mismo gen con modificaciones después de la traduccion.
(Aranda & Di Carlo, 2022)

Homocigoto: Organismo posee dos copias idénticas para un gen especifico. (Bueno,
2011)

Heterocigoto: Organismo que porta en cada uno de los homoélogos un alelo diferente.

(Bueno, 2011)

Caucasico: Individuo con ascendencia (ancestros originarios) de Europa, Oriente

Medio y Norte de Africa. (Puig, 2023)

Frecuencia alélica: Medida de la proporcion relativa de alelos de una poblacion

especifica. (Filho, 2012)

Expresion génica: Proceso que permite a un organismo generar una respuesta de alta
fidelidad al entorno existente mediante la expresion de un subconjunto de genes, a

partir de un mismo fragmento de ADN. (Muley & Pathania, 2017)

Alelo estrella: Sistema de nomenclatura utilizado en la clasificacion de las
variaciones genéticas, que desempefia un papel crucial en la prediccion de los efectos

funcionales de las diferencias genéticas en los farmacogenes. (Ahn et al, 2024)
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

2.1. Tipo de investigacion y disefio de investigacion

El presente estudio es descriptivo analitico.
2.2. Poblacion, muestra y criterio de seleccion.

2.2.1. Poblacion
La poblacion objetivo fueron los estudiantes de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, que cursaban octavo, noveno y décimo ciclo, los

cuales hicieron un total de 229 personas.

2.2.2. Muestra

El tamafo de la muestra se definié usando la formula para estudios cuantitativos de
poblacion finita, con el 95% de confiabilidad y con un margen de error del 5%, obteniendo un
tamano muestral de 144 estudiantes, de ambos sexos. No obstante, tras aplicar los criterios de
inclusion y exclusion establecidos, la muestra final qued6 conformada por 70 participantes que

cumplian con los requisitos definidos para el estudio.

_ (Z«/2)’pgN
(Zoy2)?pq +e*(N — 1)

n

n= Tamafo de la muestra de una poblacion N

N= Tamafio de la poblacion

7= Parametro estadistico que este sujeto por el nivel de confianza

p= La probabilidad de que ocurra un evento estudiado o probabilidad de éxito
g=La probabilidad de que no ocurra el evento estudiado o evento de fracaso

e= Margen de error
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2.2.3. Criterios de seleccion
2.2.3.1. Criterios de inclusion: Individuo originario del departamento de Lambayeque,
mayor de 18 afios, que sea estudiante de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, que tenga por lo
menos tres generaciones de familiares directos nacidos en Lambayeque.
2.2.3.2. Criterios de exclusion: Individuos que no sean originarios del departamento de
Lambayeque, menores de 18 afios, que no sean estudiantes de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas y que no tenga generaciones de familiares directos nacidos en Lambayeque.
2.3. Métodos, técnicas, instrumentos y procedimiento de recoleccion de datos

2.3.1. Metodologia
2.3.1.1. Flujo de trabajo
El flujo de trabajo empleado consistio en la obtencion del consentimiento informado
por parte de los estudiantes, recoleccion y almacenamiento de muestras sanguineas, extraccion
del material genético, amplificacion del material genético extraido, electroforesis de los

amplicones obtenidos y secuenciacion de Sanger.
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Figura 1.

Flujo de trabajo utilizado para el procesamiento de muestras sanguineas de los Estudiantes de la FCCBB

NO

se descarta

Sl

| Se le entrega el consentimiento informado |

l

| Se le toma muestra sanguinea |

I Se extrae el Material genético ]

l

I Se cuantifica |

NO se descarta

Sl

| Se le realiza PCR y electroforesis |

!

| Se le realiza secuenciacion de Sanger |

Nota. Diagrama elaborado por los autores.
2.3.1.2. Procedimiento de recoleccion y almacenamiento de muestras sanguineas.

Las muestras fueron colectadas en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
Biologicas, se recolectdé mediante venopuncion 3 ml de sangre periférica total anticoagulada
en tubos vacutainer con EDTA, cada tubo se rotulé con nombre, edad y coédigo. Se obtuvieron
un total de 70 muestras de sangre periférica de los alumnos que aceptaron participar del estudio
después de haber firmado el consentimiento informado. Posteriormente se guardaron a 4°C por

un tiempo maximo de 48 horas hasta su extraccion de material gendmico.
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2.3.1.3. Extraccion de ADN
El procedimiento de extraccion de ADN se realizo en las instalaciones del Laboratorio
de Biologia Molecular de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. E1 ADN total se extrajo
utilizando el kit EasyPure Viral DNA/RNA (TransGen Biotech), el protocolo fue
modificado de acuerdo a las caracteristicas de las muestras. La extraccion de ADN tuvo los
siguientes pasos.: 1. Se agrego 20 puL de proteinasa K a un tubo de microcentrifuga estéril de
1,5 ml junto con 200 uL de BBS5 y se mezcld con un vortex durante 15 segundos. 2. Se agrego
200 pL de muestra al tubo de microcentrifuga y se mezcl6 con un vortex durante 15 segundos.
3. Se llevo a incubar a 56°C durante 15 minutos. 4. Se anadio 250 pL de etanol anhidro (puede
aparecer floculacién en esta etapa) y se mezcld mediante agitacion por vortex durante 15
segundos y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. S. Se transfiri6 todo el
contenido a una columna de centrifugacion, y se centrifugd a 12000 xg durante 1 minuto y se
desecho el flujo. 6. Se afiadid 500 uL de WBS y se centrifugd a 12000 xg durante 1 minuto y
se desecho el flujo 7. Se repiti6 el paso 6 una vez mas. 8. Se centrifug6 la columna a 12000 xg
durante 1 minuto para eliminar completamente el etanol residual. 9. Se calent6 el agua libre de
RNasa a 30°C. 10. La columna se coloc6 en un tubo esteril de 1,5 ml sin RNasa. 11. Se agrego
20 pL de agua libre de RNasa al centro de la columna y se incubd a temperatura ambiente
durante 1 minuto y se procedio a centrifugar a 12000 xg durante 1 minuto. 12. Se repite el
paso 11 para poder tener una correcta elucion del ADN. 13. Se guard6 el ADN eluido a -20 °C.
2.3.1.4. Secuencia de cebadores
Los cebadores utilizados para los SNPs rs1799853 y rs1057910, fueron disefiados con
los softwares Primer3, Blast, Genome Browser y Oligo Analyzer. Para el disefio de la secuencia
de los cebadores se tomo6 como referencia la secuencia completa del gen CYP2C9 disponible
en el NCBI, a partir de la cual se comenzo a seleccionar fracciones de la secuencia que fueron

llevadas a los softwares Blast y Primer3, hasta encontrar el par de cebadores que amplifique la

16



region de interés. Para verificar que estos primers eran especificos se llevo al software Genome
Browser en donde se utilizo la opcion de PCR in-silico. También se utilizo el programa Oligo
Analyzer en donde pudimos obtener su porcentaje de GC, temperatura de fusion (Tm), peso
molecular, entre otros. Este programa nos permitié minimizar la dimerizacion es decir predecir

posibles estructuras secundaria que puede formar el oligo.

Tabla 2.

Secuencias de cebadores diseriados para la deteccion de los alelos mutados 2* y *3

R deT i
GEN ALELO/SNP Secuencias de los cebadores (5" -3") Tm (°C) ango ¢e tamano

(PB)
CYP2C9%*2/ F: TCATGACGCTGCGGAATTTT 58.9
rs1799853 205
R: GAGGACTCATAATGAAAGATA 50.1
CYP2C9
F: GCCACATGCCCTACACAGAT 61.8
CYP2C9*3/
rs1057910 210

R: ACCCGGTGATGGTAGAGGTT 63.9

Nota: F: Cebador Sentido; R: Cebador antisentido; Tm: Temperatura de Melting
2.3.2. Amplificacion de ADN mediante PCR convencional.

La amplificacion del ADN se llevo a cabo mediante una PCR convencional, Pefia et al
(2013) define a esta técnica como un método que simula de manera in vitro el proceso de
replicacion de ADN vy asi crear millones de copias de una regidn especifica en poco tiempo.

Por cada individuo se realizaron dos reacciones, esto debido a que son dos SNP’s los
que se estan estudiando. La PCR tuvo como componentes al ADN molde, enzima ADN
polimerasa, desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina),
ion magnesio (Mg +), solucion amortiguadora o buffer y agua libre de nucleasas. La PCR se
llevo a cabo en un volumen total de 25 MI por tubo y se utilizaron los productos M8291(Gotaq
ADN Polimerasa) y U1515 (ANTP) de la marca PROMEGA. Se utiliz6 un termociclador punto
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final de la marca Applied Biosystems; las condiciones, volimenes y temperaturas se

estandarizaron tomando en cuenta los reportes de los articulos revisados de las bases de datos.

Tabla 3.

Condiciones de la PCR para amplificar los alelos mutados *2 y *3

COMPONENTES [Inicial] Volumen (ul) [Final]
Agua - 11.3 -
Buffer de la reaccion 5X 5.00 1X
MgClz 25mM 4.00 4.0mM
dNTPs 10mM 0.50 200 uM
Forward 10uM 1 1 uM
Reverse 10uM 1 1 uM
Taq Polimerasa Su/ul 0.2 1 u/ul
ADN 2.00
Volumen Total 25.00ul
Tabla 4.

Condiciones térmicas de la PCR para amplificar los alelos mutados *2 y *3

Paso Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Pre-denaturacion 95°C 5 minutos 1
Denaturacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 58°C-58.7°C 30 segundos 35
Extension 72°C 45 segundos
Extension Final 72°C 7 minutos 1
Conservacion 4°C 00

Nota: La temperatura de Alineamiento fue de 58°C y 58.7°C para los cebadores de los alelos

mutados *2 y *3
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2.3.3. Electroforesis

Para poder observar que se ha llevado de manera correcta la PCR, los productos
obtenidos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% w/v, compuesto por 1g
de agarosay 100 ml de TAE 1X (Tris-acetato de 0,04 M, EDTA ImM, pH 8,0), dejamos enfriar
unos minutos y se agregd 6 uLde bromuro de etidio. Se dejo polimerizar el gel por 30 minutos
en placas que contenian un peine generador de pocillos, posterior a esto se cubrio el gel con
TAE 0.5X, y se adicionaron 10uL. de los amplicones obtenidos y SulL del marcador de peso
molecular. Se trabajo a 100V durante 40 minutos. Finalmente se expuso a luz UV en el

transiluminador para la observacion de los amplicones.

2.3.4. Polimorfismo de conformacion de Cadena simple (SSCP)

Es una técnica basada en los patrones de migracion de las estructuras secundarias de
las moléculas de ADN de cadena sencilla (Pasookhush et al., 2021), las diferencias tnicas de
bases se distinguen en la movilidad electroforética en condiciones nativas (Rabalski et al.,
2014).

SSCP puede identificar mas del 90% de una mutacion en fragmentos de hasta 200
nucleotidos y més del 80% en fragmentos entre 300-400 nucleotidos (Pasookhush et al., 2021),
los geles deben tener condiciones de pH bajo y alto porcentaje de acrilamida, el tampon
electroforético debe tener alta fuerza idnica y pH bajo, adicional a ello se debe realizar el

minimo de ciclos de PCR. (Gupta & Agarwal, 2003)

Esta asociada con los siguientes pasos: amplificacion por PCR de las secuencias de
ADN de interés, desnaturalizacion del ADN bicatenario a monocatenario, disminucion rapida
de la temperatura del ADN monocatenario para la autohibridacion sin reasociarse a la cadena
complementaria y finalmente la deteccion de las conformaciones de ADN monocatenario en

un gel de poliacrilamida no desnaturalizante. (Konsiri et al., 2019)
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Se utilizé el protocolo de Benites (2013) con algunas modificaciones, el cual sefala que
los productos amplificados de la PCR, se someten a una corrida electroforética conformacional
en gel de Poliacrilamida al 6%, Los productos de PCR fueron cargados con Buffer SSCP y
calentados a 96°C durante 10 minutos y luego enfriados rapidamente a 4°C durante 10 minutos.
La corrida se prolongd durante 5 horas a 150V y bajo refrigeracion a una temperatura de 8°C,
con buffer TBE 1X helado.

Tabla S.
Composicion del gel SSCP (Poliacrilamida al 6%)

Composicion Vol. (35 ml)
TBE 5X 3,5mL
Acrilamida/Bisacrilamida 49:1 4.2mL
Glicerol 3.5mL
Agua destilada 23,33mL
APS 10% 430 uL
TEMED 43 uL
Tabla 6.

Condiciones para la desnaturalizacion de los productos amplificados

Reactante (n=1)

Producto PCR (CYP2C9*2 O CYP2C9*3) 5-8ul

Buffer SSCP (Azul de Bromofenol 0.1%, Xilencyanol 0.1%, formamida 90%, EDTA 3pl
20Mm

Nota: La cantidad de producto PCR afadido varia segiin su peso molecular previa
estandarizacion.

Tabla 7. Edicion del programa para la desnaturalizacion de los productos amplificados

Fase del PCR Temperatura °C Tiempo
1 96 10 min
2 4 10 min

Nota. La fase 1 corresponde a la desnaturalizacion inicial y la fase 2 a la conservacion del

producto para su no rehibridacion.
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2.3.4.1. Interpretacion de los perfiles de PCR-SSCP
Las conformaciones de los fragmentos monocatenarios migran a través del gel de
poliacrilamida a diferentes velocidades lo que permite su separacion. Una migracion diferente
o un cambio en el patroén de corrida sera considerado como una secuencia mutada o que tiene
una alteracion en su estructura plegada.
2.3.5. Secuenciacion de Sanger.
Se envio a un laboratorio externo.
2.3.6. Aspectos éticos
La presente investigacion contara con un consentimiento informado que seré entregado
a los participantes. El protocolo fue aprobado por el comité cientifico de la facultad durante la
evaluacion para la aprobacion del proyecto de investigacion; por ello, no fue necesario enviarlo
al comité de ética de la universidad.2.4. Procesamiento y analisis de datos
La comparacion de las frecuencias genotipicas esperadas con las observadas se evaluara

con el Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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CAPITULO III. RESULTADOS
3.1. Amplificacion de las regiones genomicas que contienen a los SNP’s rs1799853 (*2) y
rs1057910 (*3)

SNP’s rs1799853 (*2) y rs1057910 (*3) 6 alelos mutados *2 y *3. Las secuencias de las
regiones genomicas de interés fueron obtenidas de GENBANK del NCBI, y posteriormente se
emplearon herramientas bioinformaticas BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y
Primer3 para la obtencidn de los posibles cebadores. Posterior a esto se utilizo la plataforma
de la UCSC Genome Browser, la cual permitié observar la posicion exacta de los alelos
mutados *2 y *3 (Figura 03). Este analisis permitid asegurar la especificad de la region a
amplificar y descartar la posibilidad de amplificacion inespecifica debido a similitudes con

otros genes.

El resultado in silico mostré que los cebadores disefiados de novo amplifican secuencias
de 205 pb y 210 pb para el alelo mutado *2 y alelo mutado *3 respectivamente. El resultado
experimental por PCR y electroforesis mostr6 que los cebadores amplifican dichas secuencias
como se observa en la Figura 04. Se visualizaron bandas por sobre los 200 pb de acuerdo con

el marcador de peso molecular de 100 pb.

22



Figura 3.
Identificacion y validacion de los cebadores del SNP rs1799853 C/T (Alelo mutado *2) del Gen CYP2C9 desde la plataforma GeneBrowser
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Figura 4.
Identificacion y validacion del SNP rs1057910 (Alelo mutado *3) A/C/G del Gen CYP2C9 desde la plataforma GeneBrowse
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Figura 5.

Visualizacion, validacion y estandarizacion mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa de los
primers diseniados para los alelos mutados *2 y *3

M38 WMS9 M40 NTC

*7 *7) %2 LADER M4*3 M4*3 M4*3 M4*3 NTC

58.6 58.7 588 58.9

Nota: Carril 1: marcador de peso molecular Ladder de 100 pb. (A). Producto de PCR de las
muestras 38,39 y 40 hibridadas a 58°C para el alelo mutado *2 (B). Producto de PCR de la
muestra 4 hibridada a 58.6°C, 58.7°C, 58.8°C y 58.9°C para el alelo mutado *3.
3.2. Estimacion de las frecuencias genotipicas

Para la identificacion de variantes, se desarrollaron experimentos de SSCP, los cuales
permitieron identificar las variantes alélicas presentes en la poblacion. Los resultados
mostraron que los geles de los alelos mutados *2 y *3 mostraron 4 patrones distintos. Para el
alelo mutado *2 se visualizo un patrén Uinico (A*2) para las 70 muestras (Figura 05). Para el
alelo mutado *3 se visualizaron 3 patrones, 2 muestras para el patrén A*3 (2,9%), 53 muestras

para el patron B*3 (75,7%) y 15 muestras para el patron C*3 (21,4%) (Figura 06).
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Figura 6.

Visualizacion del producto de PCR—SSCP en gel de poliacrilamida para el alelo mutado *2
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Figura 7.

Visualizacion del producto de PCR—SSCP en gel de poliacrilamida para el SNP rs1057910(*3). (4)
Patron Ay B. (B) Patron C.
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simple — simple
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Producto
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3.3. Equilibrio De Hardy-Weiberg
3.3.1. Alelo mutado *2 (SNP rs1799853)
Para el alelo mutado *2 C/T, se visualiz6 un patrén tnico (A*2) para las 70 muestras. Para
determinar si se encontraba en equilibrio se aplico la ecuacion de Hardy-Weinberg la cual es
P +2pg+q =1
Donde tenemos que:
e pes la frecuencia del alelo normal (C).
e qes la frecuencia del alelo mutado (T).
e p’es la frecuencia de los homocigotos normales (CC).
e pq’ es la frecuencia de los heterocigotos (CT).
e ¢’ es la frecuencia de los homocigotos mutados (TT).
Todas las muestras presentan un mismo patrén (A), lo cual indica que todas presentan el
mismo genotipo, en este caso el genotipo CC el cual se consideraria un homocigoto normal.

a) Frecuencia genotipica.

b) p+q=1

¢) Despejamos los demas valores
2pq=2(1)(0)=0
g2 =0%=0
La frecuencia del alelo mutado no se encuentra presente en la poblacion y no hay
presencia de individuos heterocigotos, por lo cual se determina que la poblacién no esta en

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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3.3.2. Alelo mutado *3 (SNP rs1057910)

Para el alelo mutado *3 A/C/G se visualizaron 3 patrones, 2 muestras para el patron A*3
(2,9%), 53 muestras para el patron B*3 (75,7%) y 15 muestras para el patron C*3 (21,4%).

e Patron A*3: Homocigoto Mutado (CC O GQG)

e Patron B*3: Homocigoto Normal (AA)

e Patron C*3: Heterocigotos (AC O AQG)
Para determinar si se encontraba en equilibrio se aplico la ecuacion de Hardy-Weinberg la
cual es

P +2pg+q =1

Donde tenemos que:

e pes la frecuencia del alelo normal (A).

e g es la frecuencia del alelo mutado (C o G).

e p?eslafrecuencia de los homocigotos normales (AA).

e pqg’ es la frecuencia de los heterocigotos (AC o AG).

e % es la frecuencia de los homocigotos mutados (CC o GG)

a) Frecuencia genotipica
2
f(CCoGG) ===0.0285
70
(AA) = >3 _ 0.7571
f 70

15
fAC 0 AG) = =5 = 0.2142

b) Frecuencia del alelo normal A (p):
1
p = f(AA) + Ef(AC 0 AG)
1
p = 0.7571+(0.2142) = 0.8642
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d) Frecuencia del alelo mutado C o G (q):
q=1—p=1-0.8642= 0.1358
e) Frecuencias esperadas:
e p?=(0.8642)% = 0.7468 = 52.20 individuos para AA
e 2pq = 2(0.8642)x(0.1358) = 0.2348= 16.44 individuos para AC 0 AG
e g% =(0.1358)%? = 0.0184 = 1.29 individuos para CC o GG
f) Frecuencias observadas:
e p?=0,7571 = 53 individuos para AA
e 2pq = 0,2142 = 15 individuos para AC o AG
e g% =10,0285 = 2 individuos para CC o GG

Tabla 8.

Frecuencias génicas y genotipicas para los alelos mutados *2 y *3

Genotipo N % Alelo N Frecuencia
CYP2C9*2 C/C (*1/*1) 70 100 T (*2) 0 0

C/T (*1/*2) 0 0

T/T (%2/*2) 0 0 C 70 1

Total 70 100.00
CYP2C9*3 A/A (*1/*1) 53 7571 C (*3) 0 0

A/C (*1/*3) 15 2142

C/C (*3/*3) 2 2.87 A 70 1

Total 70 100.00

Nota: El resultado muestra la presencia de heterocigotos para el alelo mutado *3 sin embargo,
los valores esperados son muy similares a los observados.

3.3.2.1. Prueba de Chi-Cuadrado (X?

La prueba de Chi-cuadrado se empleo para evaluar si las frecuencias genotipicas observadas
del alelo mutado *3 (A/C/G) se ajustan al equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacién

estudiada. Este analisis permite detectar posibles desviaciones que podrian estar asociadas a
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factores como seleccion natural, mutacion, migracion, deriva genética o errores en la

genotipificacion

. O — Ef
G-y =B

Tabla 9.

Prueba de Chi-cuadrado para evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg del alelo mutado *3.

Genotipo Observado(n) fo fe  Esperado (nxfe) (O-E)*/E
AA 53 0.7571 0.7468 52.29 0.0095
AC/AG 15 0.2143 0.2346 16.42 0.1228
CC/GG 2 0.0286 0.0184 1.29 0.3966
Total — — — — 0.53

Nota. O = valor observado; E = valor esperado; fo = frecuencia observada; fe = frecuencia
esperada. La columna (O — E)?/ E corresponde al calculo de Chi-cuadrado (y2).

El resultado de la prueba fue 4> = 0.53 con 1 grado de libertad. El valor critico para
a=0.05ygl=1 es 3.84. Como el valor de > = 0.53 es menor que el valor critico (0.53 <
3.84), no se rechaza la hipdtesis nula, lo que indica que no existen diferencias significativas
entre las frecuencias genotipicas observadas y las esperadas bajo el equilibrio de Hardy-
Weinberg.

3.3. Comparacion de los perfiles de SSCP con la Secuenciacion de las regiones
genomicas que contienen a los alelos mutados *2 y *3 (rs1799853 y rs1057910)

La tabla 10 presenta la comparacion entre el patrén A*2 del alelo mutado *2 y el
electroferograma correspondiente a la secuencia gendmica de la region de interés. En dicho
electroferograma, se observa que en la posicion 24 nt, 20 nt y 19 nt de las muestras 2, 3 y 64,

respectivamente, se mantiene la presencia de la base nitrogenada citosina (C). Esto indica que
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no hay sustitucion de bases en dichas posiciones, lo cual sugiere que el patron de SSCP
observado corresponde al alelo silvestre *1 o alelo sin mutacion.

Por otro lado, la tabla 11, 12 'Y 13 muestran la comparacion entre los patrones del
alelo mutado *3 con sus respectivos electroferogramas. Para el patron A*3, se identifico la
presencia de la base adenina (A) en las posiciones 21 nt y 20 nt de las muestras 1 y 8,
respectivamente. Esto indica que no se observa sustitucion de bases en dichas posiciones, lo
cual sugiere que el patréon de SSCP corresponde al alelo silvestre *1 o alelo sin mutacion.

En el caso del patrén B*3, las muestras 4 y 10 mostraron adenina (A) en las
posiciones 23 nt y 19 nt, respectivamente, mientras que la muestra 70 present6é un cambio de
base A>C en la posicion 21 nt, lo que indica la presencia de un genotipo heterocigoto para
este alelo.

Finalmente, en el patron C*3, las muestras 32 y 33 mostraron un cambio de base A>C
en la posicion 20 nt, lo cual sugiere la presencia del alelo *3 correspondiente al alelo mutado

en esa region.
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Tabla 10.

Electroferogramas de las muestras 2,3 y 64 del Patron A del alelo mutado *2 (SNP
rs1799853) y Alelo 8 (rs79001894)
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Tabla 11.

Electroferogramas de las muestras 1,8 del patron A del Alelo mutado *3 (SNP rs1057910)
del Gen CYP2C9
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Tabla 12.

Electroferogramas de las muestras 4,10 y 70 del patron B del Alelo mutado *3 (SNP

rs1057910) del Gen CYP2C9
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Tabla 13.

Electroferogramas de las muestras 32 y 33 del patron C del Alelo mutado *3 (SNP
rs1057910) del Gen CYP2C9
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3.4 . Comparacion poblacional de las secuencias genémicas obtenidas de los

estudiantes de la FCCBB-UNPRG

Para la identificacion de los SNP’s o alelos mutados se realizd un alineamiento de las
secuencias obtenidas de los participantes, en el cual se compararon las secuencia de referencia
obtenidas del NCBI con las secuencias obtenidas de la secuenciacion Sanger. El resultado
mostro la ausencia del alelo mutado *2 (SNP rs1799853) en las muestras analizadas (Figura
07), asimismo los resultados confirmaron la presencia del alelo mutado *3 (SNP rs1057910)
en donde se logrd observar el cambio A>C en heterocigosis en las muestras 32, 33 y 70,
facilitando su comparacion poblacional (Figura 08).

De acuerdo con los datos disponibles sobre los tipos de metabolizadores, indican que la
mayoria de los participantes del estudio se encuentran dentro de los metabolizadores

extensivos y que un pequeio grupo son clasificados como metabolizadores intermedios

(Tabla 14).
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Figura 8.
Alineamiento de Secuencias de las muestras 2,3 y 64 del alelo mutado *2 (rs1799853) C/T del Gen CYP2C9

10 20 30 40 50
CYP2C9C *2 - -—————————- —AGCATTGAG GACCGTGTTC AAGAGGAAGC CCGCTGCCTT
M2*%2 == 0 ———CGTGTTC A-GAGGAAGC CCGCTGCCTT
M64*2 === 0 o0nm-m————— ————————— ———CGTGTTC A-GAGGAAGC CCGCTGCCTT
M3*x2 === 0@ - ————————— ———CGTGTTC A-GAGGA-GC CCGCTGCCTT
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Figura 9.
Alineamiento de Secuencias de las muestras 1, 8, 4,10, 70, 32 y 33, del alelo mutado *3 (rs1057910) A/C/G del Gen CYP2C9.
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Tabla 14

Comparacion poblacional de los tipos de fenotipos metabolizadores de acuerdo con su distribucion genomica

Fenotipo de metabolizadores % esperado en la poblacion Genotipo predictivo

mestiza peruana

Genotipos observados n (%)

Extensivos (ME) 81.65 *1/%1 2 53
Intermedios (MI) 15.13 *1/%2® 0
*1/*3 ¢ 15
Lentos (ML) 3.22 *2/%2 2
*3/%3 0
#)/%3 d 0
Nota

? Participantes que no portan ninguno de los alelos mutados
® Participantes heterocigotos para *2 que no portan el alelo *3 mutado
¢ Participantes heterocigotos para *3 que no portan el alelo *2

d Participantes heterocigotos para los alelos *2 y *3
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IV. DISCUSION

El analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg destaca comportamientos genéticos
contrastantes en los alelos mutados *2 y *3 (rs1799853 C/T y rs1057910 A/C/G) del gen
CYP2C9 en la poblacion estudiada, teniendo relevancia tanto genética como
farmacogenética.

Los resultados obtenidos mostraron ausencia de variabilidad genética alelo mutado *2,
ya que todas las muestras analizadas presentaron el genotipo homocigoto CC, lo que sugiere
una baja frecuencia o incluso ausencia del alelo variante T en esta poblacion estudiantil. Este
hallazgo contrasta con lo reportado en otras regiones del Per y América Latina, donde la
frecuencia alélica del alelo mutado *2 puede alcanzar entre el 2 % y el 8 %, dependiendo de

la composicion genética de la poblacion (De la Cruz et al., 2018; Valencia et al., 2021).

En contraste, el alelo mutado *3 mostré mayor diversidad genotipica, con frecuencias de
75.7 % para el genotipo homocigoto AA, 21.4 % para el heterocigoto AC/AG, y 2.9 % para el
homocigoto mutante CC/GG. Este marcador si se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg,
indicando una distribucion genética estable en la poblacion estudiada. Estudios similares en
Meéxico, Colombia y Chile han reportado frecuencias del alelo mutado *3 en rangos
similares, entre 3 % y 9 % (Rodrigues-Soares et al., 2019; Gonzalez-Covarrubias et al.,
2020).Mientras que el alelo mutado *2 se presenta como una variante fija (genotipo CC en
todas las muestras), el alelo mutado *3 muestra una distribucion genotipica compatible con el
equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual respalda su aplicacion en estudios farmacogenéticos
locales. Esto concuerda con los hallazgos de Naranjo et al. (2018), quienes, desde la Red
Iberoamericana de Farmacogenética (CEIBA-RIBEF), han documentado una prevalencia

variable de estas variantes seglin la composicion genética regional.
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La genotipificacion se realizé mediante la técnica PCR-SSCP (Single-Strand
Conformation Polymorphism), que permite identificar variantes alélicas por diferencias en la
movilidad conformacional de hebras simples de ADN en geles de poliacrilamida. Esta técnica
es sensible a mutaciones puntuales y cambios conformacionales, permitiendo detectar
variaciones sin necesidad de secuenciacion directa (Orita et al., 1989).En el caso del SNP
rs1799853, todas las muestras mostraron un unico patron de corrida (A*2), evidenciando la
homogeneidad genética para este marcador en la poblacion estudiada.

En el alelo mutado *3, se identificaron tres patrones distintos: A*3 (homocigotos
mutados), B*3 (homocigotos normales) y C*3 (heterocigotos), lo cual permitié asignar con
precision 2, 53 y 15 individuos, respectivamente, a cada genotipo, concordando con los
conteos utilizados en la prueba de Hardy-Weinberg. Este tipo de diferenciacion por shift
conformacional se ha documentado en multiples estudios latinoamericanos; por ejemplo,
Amorim et al.(2004) caracterizaron hasta siete patrones SSCP para el gen CYP1A1 en una
cohorte brasilefia, subrayando la robustez del método para analisis de variantes metabdlicas
en la region

En conjunto, la correlacion exacta entre los patrones SSCP y los genotipos inferidos
respaldan la confiabilidad de la plataforma experimental empleada. Ademas, refuerza la
validez de las conclusiones sobre equilibrio o no equilibrio de Hardy-Weinberg para cada
SNP. La aplicacion de PCR-SSCP continta siendo una alternativa Util y asequible para
tamizaje genético a gran escala en poblaciones sudamericanas, donde los recursos para

secuenciacion masiva pueden ser limitados.

La implementacion de pruebas farmacogendmicas previas a la prescripcion de
medicamentos que son metabolizados por CYP2C9, seria fundamental para mejorar la
seguridad terapeutica. Tal y como expresan Anghel et al. (2024), en la evaluacion de la

variacion genética en la respuesta de farmacos, debido a los SNP pueden surgir multiples
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variaciones genéticas, por lo cual la estructura o funcién de una proteina o enzima se ve
alterada, teniendo consecuencias funcionales, en donde se puede tener una ganancia de

funcion o una actividad reducida o inexistente por las variantes de pérdida de funcion.

Este estudio representa un punto de partida importante para el analisis genético en la
region de Lambayeque, al evaluar variantes del gen CYP2C9 en una poblacion estudiantil.
Los resultados muestran ausencia de variabilidad en uno de los SNPs y diversidad genética en
otro, lo que sugiere posibles implicancias farmacogenéticas. Ademas, la técnica utilizada
demostré ser confiable y accesible. Estos hallazgos pueden contribuir al desarrollo de una
medicina personalizada mas segura y efectiva. Se recomienda ampliar este tipo de
investigaciones a otras regiones del pais para fortalecer el conocimiento genético de la

poblacién peruana.
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V. CONCLUSIONES
Se logro analizar los polimorfismos rs1799853 (CYP2C9%*2) y rs1057910 (CYP2C9%*3)
en estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro
Ruiz Gallo (2023-2024), utilizando herramientas de biologia molecular (PCR-SSCP),
secuenciacion de Sanger y principios de genética de poblaciones, lo que permitid
caracterizar la variabilidad genética de estos SNPs en la muestra estudiada.
Se detectaron exitosamente las regiones que contienen los SNPs rs1799853 y
rs1057910 y el analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg revel6 que rs1799853
(CYP2C9*2) no mostrd variabilidad en cambio, rs1057910 (CYP2C9*3) si presentd
variacion genotipica lo que sugiere una distribucion genética estable en la poblacion
estudiada.
Se compararon los genotipos obtenidos para ambos SNPs, se observé que el SNP
rs1799853 no presentd variacion genética, ya que todas las muestras fueron del
mismo genotipo (CC). Esto indica que este marcador esta genéticamente fijado en la
poblacién analizada. En cambio, el SNP rs1057910 mostrd una mayor diversidad de
genotipos, lo que indica que existe variabilidad genética activa para este marcador en

los estudiantes evaluados.
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VI. RECOMENDACIONES
Se recomienda continuar con estudios gendmicos a nivel poblacional que permitan
identificar variantes genéticas asociadas a posibles patologias metabolicas. Estos
estudios son fundamentales para comprender mejor la predisposicion genética en
distintas poblaciones y para establecer estrategias de prevencion y tratamiento mas
efectivas.
Es importante desarrollar investigaciones en el area de la farmacogenomica,
considerando un enfoque poblacional. Esto permitird evaluar como las variantes
genéticas presentes en una poblacion especifica influyen en la respuesta a distintos
farmacos, contribuyendo a una medicina mas personalizada y segura.
Se recomienda incorporar tecnologias avanzadas como la PCR en tiempo real con
sondas especificas y la secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en
inglés). Estas metodologias permiten una deteccion mas precisa y eficiente de
variantes genéticas, lo cual es esencial para estudios de diagnodstico molecular,

investigacion biomédica y aplicaciones clinicas en medicina personalizada.
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VIII. ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estudiante de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Gallo lo
invitamos a participar de manera voluntaria y anébnima en un proyecto de investigacién cuyo
objetivo es determinar la frecuencia de mutaciones con importancia en el metabolismo de
farmacos en estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo en el periodo 2023-2024, el cual no pondra en riesgo su salud. Este
documento contiene la informacion necesaria que te ayudard a aclarar tus dudas para que asi
puedas decidir participar en este estudio.

1. Siusted firma el consentimiento esta autorizando a que se le tome una muestra de
sangre para poder conocer si usted es portador de algunas de las mutaciones del
interés de este estudio, la muestra sera procesada en los laboratorios de la facultad de
Biologia de la UNPRG.

2. No se expone a ningun riesgo al brindarnos su muestra de sangre, no hay ningiin
costo, no hay ningun beneficio hacia su persona, ni subvencion econémica y sus datos
seran tratado de manera an6nima, se recalca que la informacion obtenida formara
parte de una base de datos que serd de ayuda en futuras investigaciones.

3. Siusted tiene alguna duda puede comunicarse con nosotros a los nimeros: 930221343
jvelasuezb@unprg.edu.pe Jahayra Velasquez Bances, 9201361188

cpuescass@unprg.edu.pe Christian Puescas Sanchez.
4. Usted al firmar este consentimiento reconoce que ha leido este documento, ha

preguntado y ha tenido respuestas a sus dudas, su participacion es voluntaria y
recibira una copia firmada de este documento.

Nombre completo del participante Firma del participante

Nombre completo del investigador Firma del investigador

Fecha
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Figura 10.

Visualizacion del producto de PCR en gel de agarosa al 1%.
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Figura 12.
Analisis del SNP rs79001894 G/A/C/T Alelo *8 del Gen CYP2C9 desde la plataforma GeneBrowser

Scale es | | hg3as
chr10:  94,942,306| 94,942,307 94,94 94,942,310] 94,942.311] 94,942 312] 94.942.313] 94942314] 94942315 94942316
— C C C C T G C C T T
P - A L
P L 3
A ] R C :
Retersnce Assembly Fix Patch Sequence Alignments
Reference Assembly Alternate Haplotype Sequence Alignments
GENCODE V47 (3 items filtered out
CYP2C9o KT R 150 c 2
A T4 = - B EEE—————— e —————————

RefSeq genes from NCBI

_ OMIM Allelic Vanant Phenotypes
OMIM Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Dissase-causing

pression in 54 tissues from GTEx RNA-seq of 17382 samples, 948 donors (V8, Aug 2019)

ReiSeq Curated

OMIM Genes

CYP2Ca

NCODE Candidate Cis-Regulatory Elements (cCREs) combined from all cell types

BK27Ac Mark (Often Found Near Regulatory Elements) on 7 cell lines from ENCODE
Layered H3K27Ac

4 _ 100 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP | |
Cons 100 Verts
sl | | L I e m it il <= I {1]]
- Multiz Alignments of 100 Vertebrates
Saps
Human A " C 2
Rhesus A " C i
Mouse A 121 c &2
Dog A L Y L
Elephant A H C £
Chicken A R F L
X_tropicalis A Q = L
Zebrafish C R Y L
Com n (1000 Genomes Phase 3 MAF >= 19%) Short Genetic Varnants from doSNP Release 155
re7900194 GARET IS
Repeating Elements by RepeatMasker
RepeatMasker

56



Figura 14.
Alineamiento de Secuencias de las muestras 2,3 v 64 del patron A del SNP rs79001894 G/A/C/T Alelo *8 del Gen CYP2C9 en el software MEGA
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