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RESUMEN

La seguridad del paciente en la prescripcion farmacoldgica es un objetivo
primordial en la asistencia sanitaria y esta directamente relacionada con la respuesta
individual al tratamiento. Dicha respuesta estd condicionada en gran medida por los
factores genéticos. En este sentido, la Farmacogenética se basa en el estudio de las
variantes génicas que influyen en la respuesta individual a los farmacos. Surge asi la
Medicina Personalizada de Precision, como un nuevo enfoque respecto a la Medicina
Clasica, centrado en el paciente de forma individual. En este trabajo nos proponemos
estudiar las caracteristicas especificas de los pacientes a los que se les ha realizado el
estudio farmacogenético para el ajuste racionalizado de la medicacion. Para ello nos
planteamos analizar las caracteristicas clinico-bioldgicas, la prescripcion farmacolédgica
y el perfil farmacogenético de los pacientes para finalmente evaluar la relevancia clinica
de los resultados obtenidos. Asi mismo, hemos realizado una aproximacion del estudio
de variantes estructurales de CYP2D6 y una comparacion de los resultados obtenidos por
medio de dos estrategias de genotipado. Ademas, la informacion disponible en la
actualidad sobre recomendaciones internacionales se emite en relacion con los farmacos
individuales, y, sin embargo, los pacientes se presentan en su mayoria en un contexto de
politerapia. Por todo ello, el estudio se ha realizado mediante la aplicacién de un modelo
propio denominado SSPM de Medicina de Precision, en 5 pasos, utilizando el genotipado
de marcadores mediante técnicas de Biologia Molecular y el posterior anélisis in silico
de los datos. Un modelo internacionalmente innovador que enfoca el ajuste terapéutico

considerando el contexto de la polimedicacion.
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En este trabajo hemos obtenido varios resultados con relevancia clinica en
relacion con distintos marcadores como CYP2C9, CYP345 y CYP2D6 y hemos
identificado la presencia de un porcentaje importante de pacientes portadores de
genotipos asociados a disminuciéon de la actividad enzimdtica de alguno de los
marcadores estudiados, lo que pone de manifiesto la enorme importancia de realizar

estudios farmacogenéticos actualizados, en especial en aquellos pacientes polimedicados.
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ABSTRACT

One of the main objectives in health care is patient safety in pharmacological
prescription, which directly correlates to the individual treatment response. Genetic
factors largely condition this response. In this way, Pharmacogenetics is based on the
study of genetic variants that influence the individual response to drugs. Thus, arises
Personalized Precision Medicine as a new approach to Classical Medicine, focused on
the patient’s individuality. In this study we will try to study the specific characteristics of
the patients treated using a pharmacogenetic study for the rational adjustment of the
medication. In order to do so, we propose to analyze the biological-clinical
characteristics, the pharmacological prescription and the pharmacogenetic profile of the
patients, finally evaluating the clinical relevance of the results that have been obtained.
Likewise, we have carried out an approach to studying structural variations of CYP2D6
and comparing the results obtained through different types of genotyping. In addition, the
available international information in mainly related to individual drugs, however, in
actual life, patients are under polypharmacy. Considering that, this study carried out
applying 5SPM of Precision Medicine in 5 steps, an own model, using the
pharmacogenotyping techniques and the subsequent in silico data analysis. This is an
internatonial innovative model owing to the fact that it takes into account the complete
context of patient therapy. In this work, we have obtained results with clinical relevance
related to different markers such as CYP2C9, CYP3A5, and CYP2D6, and we have
identified a significant amount of patients that have genotypes associated with a decrease
in the enzymatic activity of some of the studied markers, which shows the enormous
importance of doing innovative pharmacogenetic studies, especially in polymedicated

patients.
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[.1. RECUERDO HISTORICO

La Real Academia Espaiola de la Lengua (RAE) tiene entre sus acepciones del
término «genéticay: “parte de la biologia que trata de la herencia y de lo relacionado con

ella” (1).

El término genética comenzé su gestacion a partir de los experimentos realizados
por el monje Gregor Johann Mendel, quien utilizo diversas variedades de guisante (Pisum
sativum) con el fin de comprobar ciertas propiedades hereditarias de manera puramente
estadistica, dado que en aquel momento no se conocia la existencia de lo que hoy en dia
denominamos genes y alelos. Estos experimentos dieron lugar a lo que se conoce como
«Leyes de Mendel» o «Leyes de la Herencia», y fueron publicados en 1865 bajo el
nombre de Versuche iiber Pflanzenhybriden o «Experimentos sobre hibridacion de

plantasy (2).

Debido a que la difusion de estos postulados se realizd en una revista de bajo
impacto y al desconocimiento de la comunidad cientifica sobre los procesos de meiosis y
reproduccion sexual, no se dio importancia inicial a los descubrimientos, si bien
posteriormente en 1900 se puso de manifiesto la gran relevancia del trabajo realizado por
Mendel. En ese momento se describieron las primeras enfermedades humanas de base
genética y las variantes implicadas en el ambito de la Genética Médica (3.,4). Pese a
considerarse inicialmente como excepciones, aquellas enfermedades seguian los patrones

mendelianos de manera estricta.

Posteriormente, a lo largo de la década de 1920, Miiller llevo a cabo experimentos
que, segun afirmaba, inducian mutaciones genéticas puntuales por medio de rayos X en

Drosophila melanogaster, que se traducian en cambios fenotipicos (5,6).
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La interpretacion de Miiller inicialmente fue aceptada por otro investigador, Lewis
Stadler, de la Universidad de Missouri. Sin embargo, algunos afios mas tarde, las pruebas
citogenéticas demostraron que las mutaciones debidas a grandes cantidades de radiacion
se traducian en grandes deleciones cromosoémicas (7). El debate continu6 hasta la muerte
de Stadler en 1954, no sin antes aducir que las conclusiones obtenidas por Miiller
pudieron deberse a una malinterpretacion de los resultados. Aun asi, ambos podrian tener
razon, al producirse cambios fenotipicos debidos a largas deleciones y no tanto mediante
mutaciones puntuales (8,9). Esta teoria fue sostenida por los descubrimientos de Luria y

Delbriick en 1943, que establecian que el proceso de mutacion es un proceso aleatorio

(10).

En 1944, el equipo de investigacion de Avery, McCleod y McCarty demostro que
la naturaleza del material hereditario residia en el ADN (acido desoxirribonucleico),
dejando atras la creencia de que el transporte del material hereditario se realizaba a través
de las proteinas (11). Estas investigaciones fueron el culmen de los trabajos iniciados por
Griffith en 1928 (12). Posteriormente, el descubrimiento de la estructura en doble hélice
del ADN en 1953 por parte de los investigadores Watson y Crick (13), pero con la
inestimable ayuda de Rosalind Franklin (atin sin saberlo, dado que la famosa fotografia
51 fue mostrada por Wilkins a Watson y Crick sin el permiso de la autora), permitio el
avance del conocimiento del codigo genético. Sin embargo, no fue hasta los afios 60
cuando Nirenberg y Khorana descifraron las secuencias correspondientes a un
aminoacido, estableciendo que el orden de codones (cada agrupacion de tres nucledtidos)
determinaba el orden de los aminoacidos en la proteina. Finalmente, en 1966 se establecio

por completo el codigo genético (14—16).



La evolucién de la Genética Humana también ha resultado lenta y tediosa, no
siendo hasta 1956 cuando se comprueba que el nimero de cromosomas en la especie
humana es de 46 (17). Posteriormente, en 1966, se publicd el primer volumen de
enfermedades causadas por genes de herencia mendeliana en el hombre (18), gracias a
Victor McKusick, y que en la actualidad tiene mas de 8.000 entradas con base molecular,

dado que se van renovando segun se confirman las distintas variantes génicas (19,20).

El Proyecto Genoma Humano, a nivel internacional iniciado en 1990 por el
Instituto Nacional de Salud (NIH) y el Departamento de Energia (DOE) de Estados
Unidos, y en el que participaron varios paises, tenia como objetivo descifrar la secuencia
genética del ADN humano (Homo sapiens). Pese a la gran inversion inicial de capital, el
proyecto no culminé hasta el afio 2001, cuando se publicaron los borradores del Genoma

Humano en Nature (21) y Science (22) con apenas unos dias de diferencia.

En los ultimos afos antes de dicha publicacion, se avanzoé de manera frenética,
debido a que, en 1994 Craig Venter, investigador del Proyecto Genoma Humano, fundo
el Instituto para la Investigacion Genética, que, de manera privada, compitid con el
Gobierno para lograr el mismo objetivo. En mayo de 2006 se publico finalmente la

secuencia del ultimo cromosoma humano en la revista Nature (23).

Una vez finalizado el Proyecto, gracias al cual se conoce la secuencia nucleotidica
del genoma humano, se ha secuenciado el genoma de una gran cantidad de especies, lo
que ha permitido, entre otras muchas aplicaciones, el avance de la experimentacion con
animales. De esta manera, al conocer las similitudes entre los cédigos genéticos de varias
especies, podremos observar los patrones de comportamiento de las enfermedades ligadas

a cambios en la secuencia de ADN.
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Este masivo desarrollo de la Genética Humana en el &mbito biosanitario no solo
ha afectado a la Medicina, Biologia, Quimica, Farmacologia o, en general, a la
Investigaciéon Biomédica (24,25), sino que otros dominios como la Informatica, la
Psicologia o el Derecho son necesarios para poder comprender los avances y poder
aplicarlos en los nuevos tratamientos (26). Al igual que en los distintos aspectos del Trato
Médico, dentro del area de la Genética existe la posibilidad de perjuicios o de practicas
que pueden llegar a resultar poco éticas segun las opiniones individuales y creencias de
cada ciudadano. Por ello, resulta complicada la elaboracion de leyes que restrinjan

determinadas pruebas o experimentos genéticos.

En la actualidad, existen muchas enfermedades genéticas que no son bien
conocidas o que tienen una muy baja prevalencia, por lo que su diagnostico no resulta
nada sencillo y el tiempo transcurrido desde la aparicion de los sintomas hasta la correcta
identificacion de la dolencia puede resultar excesivo (27). Sin embargo, es necesario
destacar que la aplicacion de ciertas técnicas genéticas, que van avanzando con rapidez,
ha facilitado la identificacion y diagndstico de enfermedades originadas por alteraciones
en el ADN. Asi mismo, resultan clave en la prevencion y prondstico de enfermedades

hereditarias conocidas, asi como en su tratamiento.

A la hora de interpretar los resultados obtenidos de las técnicas de genética
molecular, la existencia y evolucion de nuevas guias, asi como la aparicion de nuevas
evidencias que profundizan en el conocimiento de las variantes génicas, puede dar lugar
a un cambio del diagnodstico genético (28), por lo que resulta necesario la revision de los
informes genéticos emitidos cada cierto tiempo, asi como el consejo genético realizado a
cada una de las familias. Todo ello hace que la genética resulte una ciencia en continuo

cambio y progresion, y que exista la necesidad urgente de su regulacion.



La Genética Médica podria definirse en la actualidad como el estudio de la
genética de la enfermedad en los seres humanos (29), encargandose de la identificacion
de las anomalias genéticas causantes de patologias. Las enfermedades genéticas pueden
deberse a alteraciones cromosOmicas, entre las que destacan traslocaciones, inversiones,
deleciones, inserciones, duplicaciones, cromosomas en anillo o isocromosomas (30).
Estas enfermedades pueden deberse a la alteracion de un solo gen (monogénicas), o a la
participacion de varios genes. Cabe destacar que las enfermedades genéticas pueden
producirse por alteraciones del genoma nuclear o a la afectacion de los genes

mitocondriales.

Ademads, es necesario anadir que existen enfermedades genéticas no
constitucionales, debidas, por ejemplo, a mutaciones somaticas de novo, en oncogenes y
genes supresores de tumores que pueden dar origen a procesos cancerigenos (31). Asi
mismo, también existen epimutaciones (alteracién epigenética o variacion epigenética),
cambios genéticos que influyen en la expresion génica pero que no afecta a la secuencia
de ADN, como metilaciones de un promotor o modificaciones de histonas, entre otros

(32).

Para la incorporacion a la practica clinica de las técnicas de analisis genético que
nos permita el reconocimiento de todas estas anomalias debe existir una fuerte evidencia
cientifica que avale su utilidad clinica y validez analitica, y que su realizacion garantice

beneficios para el paciente (27).

Uno de los aspectos mas importantes de la genética médica resulta de otorgar el
conocimiento de los detalles genéticos de las enfermedades a los pacientes y a sus
familiares, por las caracteristicas hereditarias de este tipo de afecciones, y de poder

establecer una pauta clinica con el fin de mejorar o aliviar los sintomas de la enfermedad.
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Es decir, la genética médica se encarga de los problemas de diagndstico,

asesoramiento y tratamiento de las enfermedades genéticas (29).

Es por ello que el asesoramiento genético resulta fundamental a la hora del
conocimiento de las enfermedades genéticas (33), siendo indispensable en cualquier

momento del ciclo vital, tanto para el paciente como para los familiares.

Sin embargo, la aplicacion de la Genética en el proceso clinico asistencial no se
limita al &mbito diagndstico, sino que afecta también a los aspectos terapéuticos. Surge
asi la Farmacogenética, como el estudio de la variabilidad genética de los individuos en
la respuesta farmacoldgica (34). El objetivo fundamental de la aplicacion de la
Farmacogenética es la mejora de la calidad asistencial junto con el aumento de la
seguridad de los pacientes, a través de la optimizacion del tratamiento de las
enfermedades con un enfoque individual. Esta adecuacién de la terapia a las
caracteristicas del paciente (35) constituye uno de los pilares de la Medicina
Personalizada, en la medida en la que estd enfocada a las caracteristicas especificas de
cada paciente. Ademas, el desarrollo tecnoldgico proporciona cada vez mas informacion
sobre las caracteristicas clinicas del paciente, por lo que esta Medicina Personalizada se

vuelve mucho mas precisa, surgiendo asi la Medicina Personalizada de Precision (MPP).

Por lo tanto, en la actualidad, la Genética permite orientar los tratamientos
individualmente a cada uno de los pacientes, de tal manera que el avance de la Medicina
Clasica o Convencional se enfoca en una Medicina Personalizada de Precision, con la
ayuda del desarrollo de las nuevas tecnologias y de otras especialidades emergentes, entre

las que destaca la Bioinformatica.



Como se ha comentado, uno de los principales objetivos en el &mbito sanitario es
la realizacion de una intervencion farmacologica segura y eficaz. Sin embargo, existe una
gran variabilidad interindividual en la respuesta a las distintas terapias farmacologicas
actuales, que esta determinada por la interaccion de diferentes factores, tanto genéticos
como no genéticos. Se considera que los factores genéticos podrian estar relacionados
entre un 20 y un 95% con dicha variabilidad interindividual (36). Asi mismo, entre los
factores no genéticos destacan factores extrinsecos: contaminantes, tabaco, alcohol,
nutricion, y factores intrinsecos: edad, sexo, peso del paciente, situacion patologica basal,

en especial en relacion con las funciones renal y hepatica.

Si bien en ocasiones los términos Farmacogenética y Farmacogendémica se
utilizan de manera indistinta (37), la Farmacogenética estudia el efecto de la variabilidad
genética de los individuos en la respuesta farmacologica a uno o varios medicamentos
utilizados de forma concomitante en un mismo paciente (36,38), lo que incluye tanto los

aspectos farmacocinético como farmacodinamicos.

Por otra parte, la Farmacogendémica estudia las bases moleculares de la respuesta
terapéutica a través de un enfoque “Omico” que aborda el genoma en su totalidad. Y
permite la identificacion de nuevas dianas terapéuticas, y el desarrollo de nuevos

farmacos. Sin embargo, ambos términos se utilizan en ocasiones indistintamente.

El objetivo fundamental de la aplicacion de la Farmacogenética en el desarrollo
de la Medicina Personalizada de Precision es la mejora de la calidad asistencial junto con
el aumento de la seguridad de los pacientes, a través de la optimizaciéon del tratamiento
de las enfermedades con un enfoque individual, adecuando la terapia a las caracteristicas
del paciente (35), tratando de esta forma de reemplazar el modelo actual en el que la pauta
de tratamiento es valida para todo paciente con una misma patologia y sintomatologia

similar.
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La correcta utilizacion de las pruebas farmacogenéticas se ve influida por el
momento en el que se realiza el estudio, con un mayor rendimiento en el caso de ser
realizadas con anterioridad al inicio del tratamiento, ya que pueden resultar muy utiles
para seleccionar el tratamiento de cada paciente e intentar predecir su respuesta clinica

(39).

Para la correcta aplicacion de la Farmacogenética en el ambito clinico es necesario
inicialmente conocer las bases de la respuesta farmacolégica, y entender que el concepto
idealista de que todos los pacientes pueden ser tratados de igual forma no es adecuado y

que es necesaria una terapia individualizada (40).

En este sentido, la aplicacion de la Farmacogenética a la practica clinica, tiene
ademas, los mismos requisitos en lo que se refiere a asesoramiento genético, y hay que
tener en cuenta que, a pesar del enorme impacto de la Farmacogenética en la asistencia
sanitaria, en la actualidad, las pruebas farmacogenéticas aun no estdn estandarizadas
dentro de la cartera de servicios de todas las comunidades auténomas (27), aunque existe
una iniciativa del Ministerio que tiene como fin la elaboracion de una Cartera Nacional

de Servicios Comunes.
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I1.2. BASE DE LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

La respuesta individual a cada farmaco se basa en varios aspectos, entre los que

destacan la Farmacodinamia y la Farmacocinética.

La Farmacodinamia describe los efectos bioquimicos y fisiologicos que los
farmacos provocan sobre el organismo, y que constituyen una intrincada red de vias que
determinaran la respuesta a cada una de las terapias administradas en cada paciente. Estos
procesos estan mediados fundamentalmente por la interaccion de los distintos farmacos
con proteinas efectoras entre las que destacan los receptores celulares. Las variantes en
los genes que codifican estas proteinas pueden modular su expresion y funcionamiento,

modificando con ello la respuesta farmacoldgica (41,42).

La Farmacocinética, sin embargo, estudia los procesos que experimenta el
farmaco desde su administracion hasta su eliminacidn por el organismo, a través de una
serie de etapas aunadas bajo el acronimo ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo

y Eliminacioén) (41,42).

e Absorcion: proceso de transferencia del farmaco al torrente sanguineo. Se basa
en la interaccion entre el farmaco y las barreras celulares que ha de atravesar,
dependiendo de la via de administracion utilizada, ya sea oral, parenteral,

respiratoria o topica.

e Distribucion: se define como la llegada y disposicion de un farmaco a los tejidos
diana. Esto puede depender de proteinas transportadoras y en ese caso su estudio

serd importante para la valoracion de la respuesta.
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e Metabolizacion: hace referencia a la biotransformacion del farmaco por la accion
enzimatica, mediante, entre otras, reacciones de hidroxilacion, dealquilacion,

desulfuracion, oxidacion, reduccion, hidrolisis o conjugacion.

e Eliminacion: los farmacos son excretados por el organismo a través de diferentes
vias, entre las que destaca el rindn (filtrado glomerular y otros procesos renales),
aunque también intervienen higado, pulmones, piel, glandulas salivales y

glandulas lagrimales.

Asi mismo, otros factores que afectan a la respuesta al tratamiento son la
adecuacion al tratamiento del paciente, que el paciente utilice el farmaco prescrito en
posologia correcta; las propiedades fisicoquimicas de los medicamentos, incluyendo la
formulacion y los principios activos; y la biodisponibilidad, siendo esta la fracciéon de la
dosis administrada y la velocidad a la que esta alcanza la diana terapéutica para su

utilizacién por el organismo.

Para conseguir un mejor rendimiento del tratamiento administrado, se utiliza la
monitorizacion de las concentraciones plasmaticas de medicamento, lo cual resulta
indispensable en los casos en los que el rango terapéutico de la medicacion es muy

estrecho. No obstante, esta monitorizacion no es posible en todos los casos.
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1.3. FARMACOGENETICA Y POLIMORFISMOS

En la actualidad se considera que en la especie humana existen mas de 20.000
genes, aunque debido a los mecanismos de splicing un mismo gen puede dar lugar a
diferentes proteinas, lo que podria dar lugar a mas de 100.000 formas funcionales

diferentes.

Las variaciones que se producen en las secuencias de ADN se han denominado
mutaciones, considerandose polimorfismos aquellas que afectan a mas de un 1% de la
poblacion. Sin embargo, clasicamente se ha utilizado el término mutacidén asociado a
causante de enfermedad, por lo que, para evitar la confusién terminologica, en la
actualidad las modificaciones en la secuencia de ADN se refieren como variantes génicas.
Si estas modificaciones afectan a un Unico nucledtido se denominan SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), mientras que si afectan a varios nucledtidos pueden
denominarse InDels (inserciones y deleciones) (43), ademas de expansiones. Finalmente,
en caso de que afecten al nimero de copias, se denomina CNV (Copy Number Variation)

(44).

El analisis de los polimorfismos que determinan cambios en la actividad o en los
niveles de expresion de las proteinas implicadas en la metabolizacion de los farmacos es

una de las bases de la Farmacogenética (45) y, por tanto, de la MPP.

Entre todos ellos destacan los polimorfismos de genes que codifican proteinas
transportadoras y enzimas metabolizadoras, incluyendo las pertenecientes a la familia del

citocromo P450.
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1.3.1. Enzimas Metabolizadoras

Las enzimas metabolizadoras tienen la capacidad de catalizar las reacciones de
degradacion de los distintos productos quimicos. Los genes que las codifican son muy
polimorfos, presentando muchas variantes génicas que pueden modificar su expresion,
dando lugar a fenotipos variables: metabolizador eficiente, deficiente, intermedio y
ultrarrapido (46), cuyos rangos varian en funcion del gen (47,48). Ademas, esta expresion

puede ser inducida o inhibida por los propios farmacos.

El proceso de metabolizacion se puede producir en distintos 6rganos, como
intestino, pulmon, rifidn, cerebro, plasma o incluso en la piel y las enzimas implicadas se
clasifican en funcion de las reacciones que catalizan (49). En nuestro trabajo nos

centraremos, principalmente, en las enzimas hepaticas.

[.3.1.1. Enzimas de Fase |

Las Enzimas de Fase I son aquellas que contribuyen a la biotransformaciéon de
farmacos y xenobidticos (50-53). Catalizan reacciones de reduccion, hidrdlisis u
oxidacion. Pueden transformar un profairmaco en un farmaco activo o transformar un

farmaco activo en un producto metabodlico inactivo (54,55).

El efecto de la modificacidn en la expresion de una enzima metabolizadora sobre
la toxicidad farmacologica sera distinto en funcioén de la forma farmacologica sobre la

que actue (Tablas 1y 2).
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Tabla 1. Tipos de metabolizadores vs. farmacos activos. Adaptado de Cuadros et al. 2008

(46).
Tipo de Metabolizador Consecuencias en la administracion de farmacos activos
. Aumento de las concentraciones plasmaticas debido a un
Deficiente (PM)* . . P .
metabolismo reducido. Aumento de las reacciones adversas.
. Pueden experimentar, en mayor o menor medida, las mismas
Intermedio (IM)* p y .
consecuencias que un metabolizador deficiente.
Eficiente (EM)* Respuesta esperada a dosis estandar.
L Pueden no alcanzar las concentraciones terapéuticas usuales por
Ultrarrapido (UM)* . .
incremento del metabolismo.

* Identificacion en inglés.

Tabla 2. Tipos de metabolizadores vs. profarmacos. Adaptado de Cuadros et al. 2008 (46).

Tipo de Metabolizador Consecuencias en la administracion de profarmacos

Deficiente (PM)* No se alcanzan las concentraciones terapéuticas de metabolito
activo por disminucion de la transformacion del profarmaco.

Intermedio (IM)* Pueden experlmentar, en ma'yor 0 men(?r medida, las mismas
consecuencias que el metabolizador deficiente.

Eficiente (EM)* Respuesta esperada a dosis estandar.

Aumento de concentraciones plasmaticas de metabolito activo,
A k .7 r ’
Ultrarrapido (UM) puesto que favorece la transformacion de profarmaco a fArmaco

activo. Aumento de las reacciones adversas.

* Identificacion en inglés.

El grupo de enzimas maés importante en la metabolizacion enzimatica lo
constituyen el sistema del citocromo P450 (CYP450), especialmente aquellas enzimas

codificadas por las familias de genes CYPI, CYP2, CYP3, CYPA4.
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Estas enzimas son las responsables de la metabolizacion de numerosas sustancias,
tanto endogenas como exogenas, incluyendo una gran proporcion de los farmacos
prescritos, transformandolos generalmente en sustancias mas hidrofilicas (56). Mas del
75% de los medicamentos sufren un aclaramiento hepdatico, y, por tanto, son

metabolizados por enzimas de la familia de CYP450.

Polimorfismos en los genes que codifican estas enzimas pueden provocar efectos
sobre la funcion proteica, y existe gran evidencia de que la variacion de los genes CYP
contribuye a la falta de eficacia de la medicacidn, a las interacciones entre farmacos y a

la aparicion de efectos adversos (57-60).

Existen numerosas variantes de cada uno de los genes. Las mas relevantes se

presentaran a continuacion junto a la descripcion de los genes implicados.

1.3.1.1.1. CYPIA2

El gen CYP1A2 pertenece a la superfamilia del citocromo P450, se localiza en el
cromosoma 15 (15g24.1) y se compone de 7 exones que codifican una proteina de 516
aminoacidos (Figura 1). Se expresa especialmente en células del higado, siendo
responsable de un 13-15% del metabolismo de farmacos (61). Resulta especialmente
relevante en la dosificacion de varios farmacos, tanto de forma aislada como pautados de
forma concomitante, especialmente para la metabolizacion de antipsicoticos (62) y de

antitromboticos como el Clopidogrel.
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Figura 1. Estructura de la proteina CYP1A2 (63).

Asi mismo, también es importante destacar su interaccion con el tabaco y la
cafeina en la respuesta a farmacos, induciendo y acelerando su metabolismo (64). La
actividad enzimatica de CYP1A2 no solo incluye medicamentos, sino que también esta
presente en el metabolismo de compuestos enddgenos y en la activacion de ciertos

procarcinogenos (65).

Se pueden observar ciertas variantes en la Figura 2 y su frecuencia media en

poblacién en la Tabla 3:

1s2069514
1512720461

1s762551
1s72547513
1s56107638

5 i B808 8 kR

Figura 2. Localizacion de los distintos polimorfismos del gen CYP/A2. Los exones estan
representados mediante rectangulos azules, mientras que las variantes génicas se pueden
observar en vertical en la zona en la que se encuentran localizadas en el gen.
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152069514 (c. -3860G>A): es un polimorfismo que predice una disminucion de la
funcion enzimatica correspondiente (62) por medio de un descenso de la

induccion (66).

1762551 (-163C>A): se trata de un polimorfismo que podria estar asociado a una
disminucién de la funcidén enzimadtica inicialmente, a través de la regulacion de su
expresion génica (62), pero que es de alta inducibilidad por medio de su
exposicion a ciertos agentes, como tabaco o café, existiendo grandes diferencias
interindividuales respecto a su actividad enzimatica (67). Aquellos pacientes con
esta variante, tanto en homocigosis como en heterocigosis tienden a una ingesta
superior de café debido a la implicacion enzimatica en la respuesta a la cafeina, y
dicha variante también es capaz de modular un aumento del colesterol total, LDL
y triacilglicéridos (68). Existen diversos estudios que permiten asociar este
polimorfismo con cierta susceptibilidad de riesgo de desarrollo de cancer,

especialmente cancer de mama y cancer de ovario (69) .

rs12720461 (c.-729C>T): es una variante presente en la region 5’ reguladora de
la transcripcion, y se asocia a cambios en la actividad enzimatica, en concreto a
una disminucion de la actividad del 40% respecto a la actividad habitual del

fenotipo homocigoto no mutado (70).

156107638 (c.3533G>A): se trata de una modificacion del lugar de
procesamiento (71), que produce un splicing anormal del RNA, que va a dar lugar

a una enzima no funcional (72,73).

1s72547513 (c.558C>A): se produce un reemplazo de una fenilalalina por una
leucina (74), que ocasiona una pérdida total de la funcion de la proteina, pero sin

que se vea afectada su expresion de forma cuantitativa (75).



Tabla 3. Variantes de CYP1A2 y su frecuencia media en la poblacion global.

Alelo Funcion Frecuencia Referencia
*1C 152069514 l 12.66% (71, 74)
ALTA

*1F 67.22° 67
rs762551 INDUCIBILIDAD & (67)

% rs762551 0

1K rs12720461 l 0.19% (70)
. 12069514 .

1L S res] N 0.8% (76)

*7 1s56107638 l 0.02% (72,73)
*11 1572547513 l <0.01% (75)

l disminucion de funcién; N actividad enzimatica no alterada.

En el caso del gen CYP1A42, al igual que en CYP2D6, los alelos no se corresponden
unicamente con cada una de las variantes, sino con una combinacion de algunas de ellas,

como se puede observar en la Tabla 3.

1.3.1.1.2. CYP2B6

El gen CYP2B6 se localiza en el cromosoma 19 (19q13.2), y se compone de 9
exones que codifican una proteina de 491 aminodcidos, como podemos observar en la
Figura 3. La enzima CYP2B6 esta implicada en el metabolismo de los antirretrovirales
inhibidores competitivos de la transcriptasa inversa del VIH, como Efavirenz (77) ademas
de otros farmacos (78,79), entre los que destacan, por ejemplo, Bupropion, Metadona,

Ketamina o Ciclofosfamida (80).
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Se caracteriza por una elevada variabilidad genética, asociada a su vez con
cambios en la cinética de los mismos. CYP2B6 es un gen polimorfico que ademas posee
un pseudogen, CYP2B7P (81), con quien puede conformar hibridos y que pueden resultar
importantes a la hora de su estudio, dado que pueden producir errores a la hora de la
determinacion de CYP2B6 (82), y por tanto, en su interpretacion, dada la nula funcion de

CYP2B7 (83).

Figura 3. Estructura de la proteina CYP2B6 (63).

La determinacién de ciertos polimorfismos permite predecir tanto la eficacia

como la posible toxicidad en el tratamiento de farmacos metabolizados por esta via.

Los cambios en la secuencia de aminoacidos que producen una disminucion en la
actividad enzimatica van a provocar un mantenimiento de la circulacion del farmaco por
el torrente sanguineo, produciendo una elevacion mantenida de los niveles de fArmaco en
sangre, lo que va a ocasionar la aparicion de efectos adversos a nivel del Sistema Nervioso
Central, fundamentalmente en el inicio del tratamiento, lo que pone en peligro la adhesion

y el buen cumplimiento terapéutico.

Se pueden observar ciertas variantes en la Figura 4.

20



5§ 233 4 Smm 6 718 9 mki

Figura 4. Localizacion de los distintos polimorfismos del gen CYP2B6. Los exones estan
representados mediante rectangulos azules, mientras que las variantes génicas se pueden
observar en vertical en la zona en la que se encuentran localizadas en el gen.

o 153745274 (c.516G>T/A): ¢.516G>T es una de las variantes mas estudiadas dada
su alta prevalencia, llegando al 40% de heterocigotos en caucésicos y al 7% de
homocigotos mutados TT. El polimorfismo esta situado en el exon 4 del gen,
produciendo un cambio de glutamina por histidina en la secuencia de
aminoacidos. Este polimorfismo define el alelo CYP2B6*6, y los individuos
portadores de esta variante alélica tienen un mayor riesgo (tanto en homocigotos
mutados como en heterocigotos) de presentacion de efectos secundarios a dosis
estandar de los medicamentos metabolizados por esta via, dado que
fenotipicamente corresponde a una disminucion de la actividad enzimatica (84).
Por otra parte, la sustitucion también puede darse por arginina (c.516G>A),
polimorfismo menos estudiado que en el caso anterior, que se asocia tanto a la
predisposicion de Leucemia Mieloide Aguda, al inducir algunas anomalias
citogenéticas (85), como a la respuesta al tratamiento con Fludarabina y

Ciclofosfamida en pacientes con Leucemia Linfocitica Crénica (86).

e 1528399499 (c.983 T>C): este cambio define el alelo CYP2B6*18. Es una
isoforma que produce una anulacion total de la actividad enzimatica (87), por lo
que su presencia predice un incremento de la exposicion a los farmacos

metabolizados por esta via.
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La prevalencia de cada uno de los polimorfismos presentados varia notablemente
en funcion de la etnia de los pacientes estudiados (88—90), sin embargo, en la Tabla 4
podemos observar la frecuencia media de la poblacion global de cada uno de los

polimorfismos:

Tabla 4. Variantes de CYP2B6 y su frecuencia media en la poblacion global

Alelo rs Funcion Frecuencia Referencia
*6 rs3745274 l 28.44% (84)
*18 1s28399499 X 2.03% (87)

l disminucion de funcion; X ausencia de funcién.

1.3.1.1.3. CYP2CY9

El gen CYP2C9 esta localizado en el cromosoma 10 (10g23.33), y se compone de
9 exones que codifican una proteina de 490 aminoacidos, como se puede observar en la
Figura 5. Codifica una enzima de la superfamilia del citocromo P450, representando hasta
un 20% de su actividad en el higado (91,92). Determina el metabolismo y la bioactivacion
de muchos farmacos, incluyendo los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINEs). Asi
mismo, es de vital importancia en la anticoagulacion con Warfarina (93) y Acenocumarol

(Sintrom).

Figura 5. Estructura de la proteina CYP2C9 (63).
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Se han descrito mas de 60 variantes en este gen (93), y, si bien algunas de ellas

continuan hoy dia siendo de significado incierto, otras estdn asociadas con variaciones en

los niveles de actividad enzimatica, como las localizadas en la Figura 6.
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Figura 6. Localizacion de las principales variables del gen CYP2C9. Adaptado de

Nizamuddin et al.2021 (94). Los exones estan representados mediante rectangulos azules en
proporcion a su longitud, mientras que las variantes génicas se pueden observar en vertical en

la zona en la que se encuentran localizadas en el gen.

Dentro de los polimorfismos mas importante, destacan los siguientes:

rs1799853 (*2, ¢.430C>T): es uno de los polimorfismos mejor conocidos del gen
CYP2C9, y se localiza en el exon 3. Esta modificacion produce una disminucion
de la actividad del citocromo P450 oxidorreductasa, por una menor interaccion
con el cofactor (95-97). La frecuencia varia en funcidn de la etnia de la poblacion,

desde un 11-13% en europeos hasta <1% en el este de Asia (98).

rs1057910 (*3, c.1075A>C): se trata de uno de los alelos con mayor riesgo
hemorragico, por lo que los niveles de anticoagulacion en pacientes tanto
homocigotos como heterocigotos para este polimorfismo deberian ser inferiores a
la media de la poblacion normal. Esta localizado en el exén 7, y produce una
drastica disminucién de la actividad enzimatica, resultando practicamente en una
ausencia de funcion, debido a diferentes variaciones en el lugar de union al
sustrato (99,100). Al igual que con CYP2C9*2, su frecuencia también varia en
funcién de la etnia de la poblacion, desde un 7-10% en poblaciones europeas o

del medio oriente, hasta 1% en el sureste asiatico (98).
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La Agencia Espanola del Medicamento publicd en 2021 un informe sobre estas

dos variantes en relacion con la prescripcion del farmaco Siponimod (modulador del

receptor de la esfingosina-1-fosfato), farmaco utilizado en el tratamiento de la Esclerosis

Multiple Secundaria Progresiva. En €l se contraindica la utilizacion de dicha terapia en

pacientes portadores de la variante *3 en homocigosis, y se determina la necesidad de

disminucién de dosis de mantenimiento en aquellos portadores de genotipo *1/*3 y *2/*3.

Establece la posible implicacion a largo plazo del fenotipo metabolizador deficiente, por

lo que insta a realizar los estudios farmacogenéticos pertinentes antes del inicio del

tratamiento con Siponimod (101,102).
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156165452 (*4, c.1076T>C): es una de las variantes menos conocidas, puesto
que su frecuencia es muy reducida en todas las poblaciones (103). Se trata de una
sustitucion de leucina por treonina, y resulta en una disminucion de la actividad

enzimatica no tan acusada como la variante CYP2C9*3 (104).

rs28371686 (*5, ¢.1080C>G): se trata de una variante del exon 7 presente sobre
todo en poblacion con ascendencia africana (98), resultando en la sustitucion de
la asparagina por glutamato. Este polimorfismo esta ligado a una disminucion de

la actividad catalitica enzimatica (103).

rs9332131 (*6 c.818delA): es un polimorfismo muy poco frecuente (0-1%) (98),
que resulta en una nula funcidén enzimatica. Se asocia fundamentalmente a
toxicidad y efectos adversos del tratamiento con Fenitoina (105), asi como la
necesidad de disminucion de la dosis del tratamiento con Warfarina (98) para la

disminucién de efectos adversos, por lo que resulta importante su genotipado.



rs7900194 (*8 c.449G>A): se trata de una variante de cambio de sentido que
permuta el aminoacido arginina por histidina, resultando en una disminucion
general de la funcion enzimatica. Sin embargo, tiene especificidad de sustrato, y
en algunos casos, como en la administracion de Tolbutamida, puede llegar a
presentar incluso un aumento de actividad enzimatica. Tiene una frecuencia de
hasta el 5% en la poblacion africana (98), y siendo muy rara de encontrar en otras

poblaciones.

rs28371685 (*11, c.1003C>T): es un polimorfismo poco frecuente que acusa una
disminucién de la funcidon enzimatica por el cambio de arginina por triptofano. Se
localiza en el ex6on 7 y consiste en una variante de cambio de sentido. Su

prevalencia es mayor en el caso de afroamericanos y africanos (98).

rs9332239 (*12, c.1465C>T): se trata de una variante de cambio de sentido
situado en el exén 9, que produce una disminucion de la actividad enzimatica, y

cuya prevalencia en la poblacion es infima (98).

rs72558187 (*13, ¢.269T>C): se sitia en el exon 2 y es una variante de cambio
de sentido. Esta variante produce una disminucion de la actividad enzimadtica y

apenas tiene presencia en la poblacion mundial (98).

rs72558188 (*25, ¢.353delAGAAATGGAA): se define como una delecion de un
fragmento de 10 nucledtidos, que resulta de una pérdida de funcion enzimatica.

Es extremadamente rara en la poblacion (98).

rs72558190 (*15. c.485C>A): se trata de una variante que no tiene funcion

enzimatica, y cuya prevalencia en la poblacion es muy escasa (98).
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En la Tabla 5 se muestra la frecuencia media de las distintas variantes descritas

en el gen CYP2C9 en la poblacion global.

Tabla 5. Variantes de CYP2C9 y su frecuencia media en la poblacion global.

Alelo Funcion Frecuencia Referencia
*2 rs1799853 l 8.82% (95-97)
*3 rs1057910 l /X 4.95% (99,100)
*4 1s56165452 l <0.01% (103)
*5 1s28371686 l 0.32% (98)
*6 1s9332131 X 0.31% (98)
*8 rs7900194 l 1.58% (98)

*11 rs28371685 l 0.7% (98)
*12 1s9332239 l 0.17% (98)
*13 1s72558187 X 0.01% (98)
*25 1s72558188 X 0.08% (98)
*15 1s72558190 X <0.01% (98)

l disminucion de funcion; X ausencia de funcion

1.3.1.1.4. CYP2CI9

El gen CYP2C19 fue caracterizado por primera vez en 1991 (106), y codifica una
proteina de la superfamilia del citocromo P450. El gen se localiza en el cromosoma 10
(10g23.33), y se compone de 9 exones que codifican una proteina de 490 aminoacidos

como se puede observar en la Figura 7.
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Figura 7. Estructura de la proteina CYP2C19 (63).

Se han descrito numerosas variantes como se puede observar en la Figura 8, que
presentan una disminucion de funcion o ausencia de actividad, entre las que destacan los
alelos *2 y *3, asociados ambos a un fenotipo de metabolizador deficiente. Sin embargo,
una de las caracteristicas principales de este gen es que también presenta polimorfismos

asociados a un aumento de la capacidad enzimatica, como las asociadas al alelo *17 (47).

rs12248560
1s28399504
rs41291556
1s72552267
rs4986893

rs4244285

1s72558186
rs56337013

] a8 B BE >

]
=]
=

5’

Figura 8. Esquema del gen CYP2C19 y localizacion de los distintos polimorfismos en el
mismo. Adaptado de Scott et al (47), Botton et al (107) y Lee et al/ (108). Los exones estan
representados mediante rectangulos azules en proporcion a su longitud, mientras que las
variantes génicas se pueden observar en vertical en la zona en la que se encuentran
localizadas en el gen.

La via de metabolizacion del gen CYP2C19 implica tratamientos tan habituales
como Inhibidores de la Bomba de Protones (IBP) e Inhibidores de la Recaptacion de

Serotonina como Escitalopram (109).
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Asi mismo, existen guias especificas del tratamiento con Clopidogrel, en las que
se establece que el descenso de la metabolizacion de CYP2C19 (aquellos pacientes
metabolizares tanto intermedio como deficientes) van a producir una inhibicién
plaquetaria y por tanto, un mayor riesgo de eventos adversos tanto cardio como

cerebrovasculares (108).

Dentro de los polimorfismos localizados en este gen podemos encontrar los
polimorfismos de Nivel 1, més frecuentes es al poblacion global (aquellos que definen

los alelos *2, *3 y *17), y el resto de polimorfismos, que constituyen el Nivel 2 (109).

o 154244285 (*2, c.681G>A): el genotipo heterocigoto tiene una alta frecuencia en
la poblacion general (109), y se asocia a una ausencia de la actividad enzimatica,

debido a una alteracion en el procesamiento o splicing del mRNA (107).

o 154986893 (*3, c.636G>A): se asocia una ausencia de funcién clinica, pero su
frecuencia en la poblacion general es inferior a la del alelo *2 (<1% en poblacion

general) (107).

e 1512248560 (*17, ¢.-806C>T): se trata de una variante localizada en la region
promotora del gen, que genera una ganancia de funcion, provocando un
incremento del aclaramiento farmacologico asociado y un fenotipo de
metabolizador ultrarrapido (110). El incremento de la actividad enzimatica se
debe a una mayor capacidad de reclutamiento de factores de transcripcion (111),

y esta presente en gran parte de la poblacion (20.01%).
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e Polimorfismos de Nivel 2: la frecuencia de estas variantes en la poblacion global

es minima (<0.25% de media en la poblacion global):

o 1528399504 (*4, c.1A>QG): es una alteracién que produce una ausencia de
funcion enzimatica, llegando a alterar significativamente la interpretacion

de la variante *17 (112).

o Variantes que dan lugar a alelos con pérdida total de funcion enzimatica:
rs56337013 (*5, c.1297C>T), rs72552267 (*6, c.395G>A), rs72558186

(*7, ¢.19294T>A), rs41291556 (*8, ¢.358T>C) (109).

Por ultimo, podemos observar la frecuencia media en la poblacion global de las

variantes en la Tabla 6.

Tabla 6. Variantes de CYP2C19 y su frecuencia media en la poblacion global.

Alelo rs Funcion Frecuencia Referencia
*2 1s4244285 X 16.80% (107)
*3 rs4986893 X 0.25% (107)
*17 rs12248560 T 20.01% (110)
*4 1528399504 * X 0.24% (112)
*5 1s56337013 X <0.01% (109)
*6 1s72552267 X 0.03% (109)
*7 1s72558186 X <0.01% (109)
*8 rs41291556 X 0.16% (109)

l disminucion de funcion; T aumento de funcion; X ausencia de funcion.

*El alelo *4B se define por la combinacion de rs28399504 y rs12248560.
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1.3.1.1.5. CYP2D6

CYP2D6 es uno de los miembros mas importantes de la familia CYP450, siendo,
por tanto, uno de los genes mas estudiados. Aun asi, se localiza en una region de pequefo
tamafo, unicamente 4.3Kb, dentro del brazo largo del cromosoma 22 (22q13.2). Contiene
9 exones, que codifican una proteina de 497 aminoacidos cuya estructura puede
observarse en la Figura 9, y se expresa fundamentalmente en higado, cerebro, tejido
intestinal y linfocitos (113,114). Aunque Unicamente constituye entre un 2 y un 4% del
contenido hepatico de CYP450 (115), esta implicado en aproximadamente el 20% del
metabolismo de los fArmacos mas habituales, incluyendo analgésicos como Codeina y

Tramadol, Antidepresivos, Antihipertensivos y Anticancerigenos como el Tamoxifeno

(116-118).

Figura 9. Estructura de la proteina CYP2D6 (63).

Se trata de un gen altamente polimorfico, con mas de 140 alelos descritos a dia de
hoy (48,119,120), ocasionando un gran rango de variabilidad de actividad enzimatica.
Existen recomendaciones de interpretacion de genotipos para conocer el fenotipo, sin
embargo, los criterios no estan estandarizados entre los diferentes laboratorios, por lo que
es necesario regirse por alguna de las guias de recomendaciones existentes, como la de la

Sociedad Europea de Farmacogenomica y Terapia Personalizada (121).
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De igual manera, es necesario tener en cuenta que existen diferencias de
frecuencia en las variantes farmacogenéticas en cada una de las poblaciones estudiadas

en todo el mundo (122).

Ademas, en el analisis de CYP2D6, es necesario tener en cuenta la existencia de
dos pseudogenes CYP2D7 y CYP2DS en las inmediaciones de CYP2D6, en concreto
19Kb en sentido 5°. Estos pseudogenes no son funcionales y son altamente similares

(CYP2D7 enun 94.2% [Anexo 1]y CYP2DS8 en un 89.1% de la secuencia) (123).

Tanto el gen CYP2D6 como los pseudogenes CYP2D7 y CYP2D$8 estan
compuestos por nueve exones. Cabe destacar que existe unas regiones repetitivas de
0.6Kb de largo (REP 6 y REP 7 en la Figura 10) en CYP2D6 y CYP2D7 que son
practicamente idénticas, lo que implica que para el genotipado de CYP2D6 se necesita un
método de andlisis altamente especifico, dada la elevada similitud entre estos dos

pseudogenes (48,124).

CYP2DS8 CYP2D7 CYP2D6*1
- 2—3-4 '=7—o-9—/ 1 P et o et et et o S 0
spacer

Figura 10. Esquema de la region correspondiente al gen CYP2D6 y a los pseudogenes

CYP2D7 'y CYP2DS (124).

La mayoria de las variantes son cambios de una tUnica base, deleciones,
inserciones, o una combinacion de ambas. En el caso de aquellas variantes que producen
un aumento de la actividad enzimatica, estdn asociadas a duplicaciones del gen, salvo
CYP2D6*53, que presenta variaciones cercanas al sitio activo y se asocia a un aumento

de la actividad enzimatica (125,126).
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En este gen también existen variantes en el numero de copia:

Delecion del gen: en este caso, la delecion del gen puede ser completa, es decir,
implicar incluso al gen entero, como es el caso de CYP2D6*5.

Duplicacion o amplificacion: puede producirse una duplicacion del gen entero o
de parte del mismo, con o sin la region REP6. En el caso de la duplicacion del gen
completo, se reporta como x2, x3, etc, en caso de que se conozca el nimero de
copias exacta, o como xN en caso de que no se conozca el nimero de copias. En
la actualidad se han descrito variantes en el nimero de copia de varios alelos, entre
los que destacan CYP2D6*1, CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*9, CYP2D6*41

(127).

Asi mismo, también se conocen genes con estructura hibrida entre el gen CYP2D6

y el pseudogen CYP2D7. En funcion de la guia que se utilice para la nomenclatura del

gen, esta va a ser diferente. En el caso de la nomenclatura utilizada en el presente trabajo

(124,128), existen dos tipos de hibridos, CYP2D6-2D7 y CYP2D7-2D6.
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Genes hibridos CYP2D7-2D6: mientras que la porcion 5° de estas variantes
estructurales deriva de CYP2D7, la porcion 3’ deriva de CYP2D6. En funcion de
lo que se encuentre entre ambas porciones existen diferentes tipos de hibridos,
como se observa en la Figura 11. Estos genes hibridos CYP2D7-2D6 son
productos de recombinacidon que con gran probabilidad resultaron de deleciones
que permitieron la fusiéon de los extremos de ambos genes y que portan una
insercion de T en el exon 1, lo que conlleva una terminacion prematura y que los

hibridos no sean funcionales (128).



legacy designations

CYP2D7[REP6]+*1

CYP2D6*76+*1

CYP2D6*16

CYP2D6*66

CYP2D6%67

CYP2D6*78+*2

CYP2D6*80

CYP2D6%79

CYP2D6*77+*2

CYP2D6*13

+ *13 hybrids are characterized by a CYP2D7-derived T-insertion in exon 1 causing a frameshift; All *13 are nonfunctional

* indicates switch region; for most hybrids the switch region can only be approximated

[ cvpap6 [ cvr2p7 black and red boxes denote gene regions corresponding to CYP2D6 and CYP2D7, respectively

Figura 11. Tipos de genes hibridos CYP2D7-2D6 (124).

e Genes hibridos CYP2D6-2D7: estos genes se dividen en dos categorias diferentes
en funcioén de si la region en sentido 3° vuelve a tener el gen CYP2D6 like,
categoria A, como es el caso de CYP2D6*68, CYP2D6*83 o del pseudogen
CYP2D7, como CYP2D6*61 y CYP2D6*63. (Figura 12a), o bien si en region 3’
tienen CYP2D7-like, categoria B (Figura 12b). Asi mismo, existe una variante,

CYP2D6*57 cuya region en sentido 3’ sigue siendo desconocida.

Por ultimo, existe la posibilidad de reordenamientos y formacion de estructuras,
aun mas complejas entre los pseudogenes (fundamentalmente CYP2D7) y el gen
CYP2D6, llegando a ocasionar numerosas variantes que son dificiles de genotipar, y cuyo

fenotipo es altamente variable.
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CYP2D7 CYP2D6
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Figura 12. Tipos de genes hibridos CYP2D6-2D7. a) Categoria A de nuevo 2D6-like en 3" b)

Categoria B 2d7-like en 37 (124).

Si bien este entramado dificulta en ocasiones la secuenciacion del gen CYP2D6,
en la actualidad se estdn realizando progresos para la caracterizacion estructural de
complejos que engloban loci de CYP2D6-CYP2D7-CYP2D8 mediante la secuenciacion

de moléculas unicas (129).

1.3.1.1.6. CYP3A44

La subfamilia 3A (CYP3A) del citocromo P450 tiene un papel importante en el
metabolismo de los distintos tratamientos. Existen varios genes localizados en el
cromosoma 7 a lo largo de 218 Kb, denominados CYP3A45, CYP3A7, CYP344 y

CYP3A443, siendo los mas estudiados CYP344 'y CYP3A5 (130).
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El gen CYP3A44 se compone de 13 exones que codifican una proteina de 503
aminoacidos, por su parte, el gen CYP345, que también se compone de 13 exones,
codifica una proteina de 502 aminoacidos. Podemos observar la estructura de ambas

proteinas en las Figuras 13 y 14.

Figura 13. Estructura de la proteina Figura 14. Estructura de la proteina

CYP3A4 (63). CYP3AS5 (63).

CYP3A7 se expresa unicamente en higado fetal, y CYP3443 tiene un significado
incierto en la actualidad (131). Las enzimas CYP3A4 y CYP3AS estan estrechamente
interrelacionadas e implicadas en el metabolismo de los antirretrovirales Inhibidores no
competitivos de la transcriptasa inversa del VIH (132), asi como en el metabolismo de
otros farmacos, como Corticoides e Inmunosupresores (133), llegando a estar implicadas
en el metabolismo de hasta el 40% de los farmacos en uso clinico actual (134). Afectan
de forma principal a la biodisponibilidad y al aclaramiento de los distintos fArmacos, y se
estima que el 90% de las diferencias interindividuales de la actividad de los
medicamentos son debidas a variacion genética (135), destacando que hasta el 66% de

dicha variabilidad es hereditaria (134).
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Aunque en la actualidad no existe guias clinicas para CYP3A4 (134), existen
numerosas recomendaciones (https://www.pharmgkb.org/page/dpwgMapping#cyp3a4),
siendo esta una de las enzimas mas estudiadas en relacion con la metabolizacion de
farmacos (136). Estas recomendaciones, sin embargo, van dirigidas a monoterapia, al
igual que sucede con el resto de genes, y no existe informacién sobre la situacion en

politerapia, que es la que se observa en la mayoria de los pacientes.

Existen variantes de la baja frecuencia, cuya combinacion, sin embargo, puede
afectar notablemente a la funcion enzimatica. Estas variantes, aunque raras de observar
en la poblacion global, pueden llegar a contribuir notablemente a la variabilidad funcional
(137). Ademas, dentro de este gen, es necesario tener en cuenta su regulacion
transcripcional, dado que esta se asocia notablemente a cierta alteracion de la actividad

de CYP3A (138-140).

Se pueden observar algunos polimorfismos de CYP344 en la Figura 15 y su

frecuencia en poblacion global en la Tabla 7.

155785340

4987161
r$35599367
1s2740574
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Figura 15. Esquema del gen CYP344 y localizacion de las distintas variantes en el mismo.
Los exones estan representados mediante rectangulos azules en proporcion a su longitud,
mientras que las variantes génicas se pueden observar en vertical en la zona en la que se

encuentran localizadas en el gen.

e 152740574 (*1B, c.-392A>QG): su frecuencia es inferior a la media en caso de etnia
caucasica (<5% vs media poblacional global de 20.90%) (141). Se trata de una
region no traducida que comporta una disminucion de la actividad enzimatica

(142,143).
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rs55785340 (*2, c.664T>C): se trata de una variante nula que produce una
disminucién de la actividad enzimatica. Puede llegar a ocasionar una

metabolizacion intermedia en caso de presentarse en heterocigosis (144).

rs4987161 (*17, c.566T>C): se trata de una variante nula que produce una

disminucién de la actividad enzimatica (145,146).

rs35599367 (*22, g.15389C>T): polimorfismo localizado en el intron 6. Se ha
observado como la variante produce un aumento de la formacion de proteinas
truncadas por splicing alternativo en estudios in vitro. Su frecuencia es
ligeramente superior en el caso de raza caucdsica en comparacion con otras
poblaciones (frecuencia cercana al 5% vs 3.17% de media de las distintas
poblaciones). Asi mismo, se ha comprobado como pacientes con esta variante
presentan una menor expresion de la proteina y de ARNm (Acido Ribonucleico

mensajero) respecto a los pacientes homocigoto no mutado (147).

Tabla 7. Variantes de CYP3A44 y su frecuencia media en la poblacion global.

Alelo rs Funcion Frecuencia Referencia
*1B 152740574 l 20.90% (141)(140)(139)
*2 rs55785340 l 0.06% (144)
*17 rs4987161 l <0.01% (145,146)
*22 1s35599367 l 3.17% (147)
l disminucién de funcion.
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1.3.1.1.7. CYP345

Se pueden observar algunos polimorfismos de CYP345 en la Figura 16 y su

frecuencia en la Tabla §.

s DEm EIipEss Bnean .

Figura 16. Esquema del gen CYP3A45 y localizacion de los distintos polimorfismos en el
mismo. Los exones estan representados mediante rectangulos azules en proporcion a su
longitud, mientras que las variantes génicas se pueden observar en vertical en la zona
aproximada en la que se encuentran localizadas en el gen.

1528365083
rs41303343
10264272
15776746

Al contrario de lo que ocurre con CYP3A44, en el caso de CYP3A45, la mayoria de
los individuos de una poblacion presentan una disminucién de la actividad enzimatica,
siendo hasta un 80-85% de los pacientes homocigotos para la variante CYP3A45*3 (148).
Sin embargo, es necesario destacar que su funcion no es claramente conocida. Se cree
que a lo largo de la evolucion, ha existido una presion de los beneficios derivados de la

capacidad de retencion de sodio en los climas calidos (149,150).

e 1528365083 (*2, ¢.27289C>A): se trata de un alelo que produce una disminucion
de la funcion enzimatica. Su prevalencia es muy inferior a otros alelos estudiados,

especialmente el correspondiente a rs776746 (*3) (151).

e 15776746 (*3, c.6986A>G): es el alelo de CYP3A45 mas frecuente y mas estudiado.
Es necesario destacar que dicha frecuencia varia en funcion de la etnia, siendo
especialmente notable en la poblacion africana con una frecuencia de casi el 70%.
Algunos de los alelos, como *2, *4 y *5 han modificado su nomenclatura, siendo
considerados en la actualidad subalelos de la variante genética CYP345*3. Se
produce un cambio en la secuencia del gen que genera un codén de stop causando

una ausencia total de funcion de la proteina (152).
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o 1510264272 (*6, 14690 G>A): se trata de un alelo que produce una pérdida de la

funcion enzimadtica y que esta asociado a la etnia afroamericana (153).

o 1541303343 (*7, 27131 27132insT): produce un desplazamiento del marco de

lectura y una disminucion de la expresion de la proteina funcional. Destaca

principalmente en poblaciones africanas, donde puede llegar a tener una

frecuencia de hasta el 19% (131).

Tabla 8. variantes de CYP3AS5 y su frecuencia media en la poblacion global.

Alelo rs Funcion Frecuencia Referencia
*2 1s28365083 l 0.30% (151)(150)(149)
*3 15776746 X 88.7% (152)

*6 rs10264272 X 3.7% (153)
*7 rs41303343 l 2.9% (131)

l disminucion de funcion; X ausencia de funcion
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1.3.1.2. Enzimas de Fase II

Incluye las enzimas que catalizan reacciones de conjugacion: entre ellas
acetilacion, glucuronidacion, sulfatacion y metilacion. Se trata de reacciones en las que
se produce un acoplamiento entre el metabolito procedente de la fase I y compuestos
enddgenos voluminosos, como acido glucuroénico, acido sulfurico o acido acético, con el

fin de facilitar la excrecion de las proteinas.

1.3.1.2.1. UGTIAI

En este grupo destaca familia UGT, UDP glucuroniltransferasa, responsable de la
glucuronidacion, de las que se han descrito distintas proteinas, como UGT1Al, 1A4 y

2B7.

Destaca la mutacion de la caja TATA del promotor del gen UGT1A1, que tiene la
estructura (A(TA)6TAA) en individuos sanos, mientras que en individuos con sindrome
de Gilbert se introduce un par de bases adicionales (A(TA)7TAA) que definen el alelo
UGT1A41*28 (154). Este hallazgo tiene también especial relevancia en neonatos con
ictericia neonatal (155). Ademas, la presencia de este alelo se ha asociado a toxicidad con

Iritotecan, especialmente en aquellos individuos homocigotos *28/*28 (156).

La determinacién del perfil metabdlico de cada uno de los pacientes, incluyendo
uno o multiples genes de los procesos ADME puede permitir la seleccion de una dosis de
medicamento que permita evitar la aparicion de efectos adversos relacionados con el

metabolismo de farmaco.
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[.3.2. Proteinas Transportadoras

Las proteinas transportadoras se pueden definir como aquellas proteinas
encargadas de favorecer el paso de los fArmacos a través de las membranas biologicas,

por medio de transportadores especificos.

[.3.2.1. ABCBI

Una de las familias mas importantes de genes que codifican estos transportadores
es la ATP-binding cassette (ABC). Se han identificado mas de 40 transportadores ABC
en humanos, divididos en 7 subfamilias (desde ABCA hasta ABCG), en funcién de su
estructura, secuencia aminoacidica, organizacion y analisis filogenético (157). Dentro de
estas proteinas transportadoras, destaca la Glicoproteina P (Pgp) o ABCBI1 (también
denominada MDR1), miembro de la familia de transportadores ABC, subfamilia MDR
(MultiDrug Resistence), que desempena un papel muy relevante no solo en la resistencia
farmacologica, sino también en el mantenimiento de la homeostasis, y en roles tan
importantes como el inicio tumoral y su progresion (158). Se expresa en multiples tejidos

como rifidn, higado y barrera digestiva y hematoencefalica (159).

Se puede observar su estructura proteica en la Figura 17.
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Figura 17. Estructura de la proteina ABCB1 (63).

Su localizacion en los enterocitos determina un papel fundamental en la
biodisponibilidad al regular el paso al interior celular, eliminando parte del farmaco que
ha llegado a su interior, de forma ciclica. Destacan otras proteinas transportadoras como
MRP1 y MRP2 entre otras, sin embargo, en este trabajo nos centraremos en ABCB1 dado
su relevante papel en numerosos aspectos clinicos, dado que reconoce y transporta
Agentes Quimioterapicos, Antibioticos y Antirretrovirales, Inmunosupresores, Calcio-
antagonistas, teniendo gran implicacion en pacientes polimedicados, especialmente en
enfermos oncolégicos (160). También ha sido importante su determinacion en la
pandemia de COVID-19 (SARS-CoV?2) por su implicacion en la farmacocinética de la

Azitromicina (161).

Este gen se localiza en el cromosoma 7 (7q21.12) y se compone de 27 exones que
codifican una proteina de 1280 aminoacidos. La variante génica mejor estudiada de
ABCBI es el rs1045642, también conocida como C3435T, debido a su implicacion en la
expresion de la proteina, cuya funcién se ve disminuida, al producirse una inestabilidad

en el mRNA, en caso de presentar la variante (162,163).
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En la actualidad, se describen mas de 150 farmacos sustratos de este transportador,
asi como multiples inductores e inhibidores, lo que le confiere un relevante papel en la
valoracion de interacciones en regimenes de polimedicacion, si bien, de forma individual,
el nivel de evidencia de su implicacion en la respuesta farmacologica no es muy elevado

(164-168).
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[.4. APLICACION DE LA FARMACOGENETICA A LA
POLIMEDICACION

Segiin la OMS/WHO (Organizacion Mundial de la Salud), podemos definir
polimedicacion o polifarmacia al uso concomitante de tres o mas farmacos durante un
periodo de tiempo igual o superior a seis meses, aunque esta cifra no esta consensuada
por completo. Lo mas frecuente que se considere polimedicacion a partir de cinco

farmacos utilizados de manera simultanea (169).

La polimedicacion se considera actualmente como un factor de riesgo
independiente de morbilidad y mortalidad. Constituye una de las seis primeras causas de
muerte entre los pacientes hospitalizados en EE.UU., y se asocia con un mayor nimero
de visitas a los servicios hospitalarios, como urgencias, y mayor demanda de pruebas
diagnosticas, asi como un mayor tiempo de hospitalizacion, lo que supone un importante

incremento del gasto sanitario global (170).

Existen al menos tres variantes de polimedicacion:

1. Polimedicacion adecuada: situaciones en las que todos los farmacos prescritos

tienen una indicacion clinica fundamentada

2. Polimedicacion inadecuada: situaciones en las que el paciente ingiere mayor

numero de medicamentos de los necesarios desde el punto de vista terapéutico.

3. Pseudopolimedicacion: situaciones en las que los pacientes no toman todos los

farmacos que aparecen en el historial clinico.
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Los problemas relacionados con la polimedicacién se complican a medida que
aumenta el nimero de farmacos prescritos, pero no se sabe con certeza la incidencia de
los efectos adversos producidos, aunque se cree que al menos la mitad de ellos son

evitables (171).

Una de las causas principales de polimedicacion es el progresivo envejecimiento
de la poblacion, debido al aumento de la esperanza de vida, suponiendo un aumento del
numero de pacientes que presentan pluripatologias, comorbilidades y cronicidad, lo que
implica la necesidad de la prescripcion de varios medicamentos simultaneamente. En
cualquier caso, el correcto abordaje de la polimedicacion es un objetivo fundamental de
la racionalizacion de la prescripcion farmacoldgica mediante el empleo de la

farmacogenética (169,172,173).

Para ello se debe analizar no s6lo las vias de metabolizacion de cada uno de los
farmacos de forma individual sino también las posibles interacciones entre los mismos,

sobre todo los efectos de induccion e inhibicion.

Los estudios farmacogenéticos se pueden realizar a priori o a posteriori. A priori
permiten predecir los efectos adversos o el fracaso terapéutico, a posteriori proporcionan
informacion que permiten explicar la respuesta observada. La aplicacion de un estudio
farmacogenético a priori seria lo indicado con el fin de seleccionar desde un inicio los
farmacos y las dosis mas adecuadas antes de su administracidon, siempre que esto no
suponga un retraso en la prescripcion clinica. Hoy en dia, la aplicacion a priori no es
posible en la mayoria de las ocasiones, bien porque la enfermedad requiere la
administracion farmacologica de forma urgente y o bien porque los tiempos de respuesta

de las pruebas especificas son demasiado largos para la practica asistencial.
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Por ello, el estudio farmacogenético generalmente se solicita tras la aparicion de
los efectos adversos o tras la constatacion del fracaso terapéutico, lo que implica un

aumento del coste del tratamiento.

La Medicina Personalizada de Precision supone un mayor consumo inicial de
recursos, dado que requiere una atencion individual de cada paciente, estudiando su caso
en el contexto genético y ambiental, aplicando asi un tratamiento ajustado a dichas
variables. El procedimiento de genotipado, sin embargo, se realiza una tnica vez, ya que
los marcadores genéticos no se modifican, permitiendo una mejora en la calidad
asistencial por el incremento en la seguridad que, a su vez, repercute en una disminucion
final de los costes. Asi mismo, es posible ir actualizando los resultados obtenidos en
funcion de descripcion de nuevas variantes, que inicialmente fueran catalogadas como
“de significado incierto”. Se estima que un tratamiento basado en un estudio
farmacogenético podria ser relevante entre el 10 y el 20% de las terapias (174,175). De
esta forma, la instauracion del andlisis personalizado en los pacientes polimedicados
podria suponer un ahorro econdémico muy significativo por paciente libre de efectos

adversos (169).

Es necesario considerar que la aplicacion de la farmacogenética constituye una
prediccion fenotipica basada en el genotipo, se estudian marcadores genéticos de los que
se conoce su asociacion a la expresion de las proteinas implicadas en la respuesta, por lo
que hay que tener en cuenta otros multiples factores que pueden influir modificando esa

relacion.
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Los modelos farmacogenéticos actuales no permiten el abordaje de la
Polimedicacion de los pacientes, debido a que la amplia mayoria de las guias se centran
en la farmacogenética de medicamentos de forma individual. Sin embargo, esta situacion
no constituye una realidad en la atencidon al paciente, y es necesario elaborar pautas
asistenciales que permitan un desarrollo de la efectividad real de estos estudios
farmacogenéticos en pacientes polimedicados. Por ello, proponemos la aplicacion de
nuestro Modelo Farmacogenético denominado SSPM (5 Step Precision Medicine), que

permita un mejor manejo clinico de la polimedicacion (176)
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I1.1. HIPOTESIS

Considerando que la prescripcion del tratamiento de los pacientes se produce en
un contexto mayoritariamente de polimedicacién nos planteamos la hipotesis de que un
analisis detallado de la aplicacion de un modelo farmacogenético orientado a la
polimedicacion en nuestra poblacion podria proporcionar informacion muy relevante para

la adecuada implementacion de la Medicina de Precision en la préctica asistencial.

I1.2. OBJETIVOS

Los objetivos planteados en la realizacion de este estudio son los siguientes:

1. Estudiar el perfil de solicitudes de estudios farmacogenéticos de nuestro entorno
en la Unidad de Referencia Especifica (URE) de Medicina de Precision, para
valorar la indicacion clinica de los mismos.

2. Analizar el perfil de distribucion de las variantes farmacogenéticas en nuestra
poblacion.

3. Estudiar el origen de los conflictos en la prescripcion derivados de las
interacciones farmacogenéticas.

4. Analizar de forma comparativa dos métodos de analisis farmacogenético para
identificar potenciales ventajas de las mejoras tecnologicas.

5. Valorar la necesidad de un abordaje de las variantes estructurales complejas de
CYP2D6 en farmacogenética.

6. Estudiar la utilidad de la aplicacion del modelo SSPM en la identificacion de

riesgos potenciales, para mejorar la orientacion terapéutica.
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I11.1. PACIENTES Y DISENO DEL ESTUDIO

II1.1.1. Seleccion de Pacientes

Los pacientes incluidos dentro del presente estudio fueron remitidos a la Unidad
de Referencia Especifica (URE) de Farmacogenética y Medicina de Precision del
Servicio de Analisis Clinicos/Bioquimica Clinica del Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca, con el objetivo de la realizacion de un estudio farmacogenético, entre los

afios 2013 y 2021.

Para su analisis, se dividieron en dos grupos:

1. Los pacientes sometidos a polifarmacia cuyo analisis se realizd posteriormente a
la prescripcion farmacologica.
2. Los pacientes cuya determinacion farmacogenética era necesaria antes de la

instauracion de una terapia.

En ambos casos se aplicé especificamente un modelo de aplicacion de la medicina
de precision, denominado SSPM (5 Step Precision Medicine), que permite el analisis y la
utilizacion de los datos obtenidos con el fin de mejorar la respuesta al tratamiento de los

pacientes.

El presente trabajo se centra en 596 pacientes de los cuales, 523 presentaban
politerapia, entendida como la presencia concomitante de, al menos, dos farmacos, y que
presentaban otros criterios de inclusion como: presencia de efectos adversos, intolerancia

al tratamiento, respuesta parcial al tratamiento o fracaso terapéutico.

De los pacientes restantes, 29 fueron derivados antes de la instauracion del

tratamiento, mientras que 44 fueron derivados sin conocer su tratamiento actual.
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Todos los estudios y los métodos utilizados se llevaron a cabo siguiendo las vias
y regulaciones ¢€ticas vigentes en la actualidad. Se obtuvo Consentimiento Informado
(Anexo 2) de todos y cada uno de los pacientes incluidos dentro del estudio, en funcion
de las recomendaciones del Comité Etico del Complejo Asistencial Universitario de
Salamanca (Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del Area de Salud de
Salamanca). Dicho comité aprobd el estudio e inform6 favorablemente para su

realizacion con el Codigo CEIm PI 2021 08 866, como se observa en el Anexo 3.

Del mismo modo, se llevo a cabo un procedimiento total de pseudoanonimizacion
de todas las bases de datos con el fin de poder ajustarnos a las normativas vigentes en
Proteccion de Datos (Ley Organica 7/2021, de 26 de mayo, de proteccion de datos
personales tratados para fines de prevencion, deteccion, investigacion y enjuiciamiento

de infracciones penales y de ejecucion de sanciones penales) (177).

I11.1.2. Modelo 5SPM

El modelo 5SPM (5 Step Precision Medicine) fue disefiado con el objetivo de
analizar la situacion de los pacientes polimedicados y poder valorar la respuesta clinica

tras un ajuste terapéutico.

Consta de 5 fases, una fase inicial de obtencion de informacion, una segunda fase
de analisis tedrico de interacciones farmacoldgicas y recursos in silico, una tercera fase
de genotipado, una fase de integracion de la informacién y una tltima fase que permite

la valoracion de la respuesta clinica de los pacientes.
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II1.1.2.1. Fase Inicial: Obtencion de Informacion del Paciente

En esta fase inicial se recoge informacion clinica incluyendo datos diagnosticos,

informacion epidemioldgica y terapéutica del paciente.

Para abordar todos los farmacos que se prescriben en la poblacion actual, se hace
patente la necesidad de una clasificacion que permita aunarlos en grupos para su posterior
manejo en la polimedicacién y en la interpretacion de resultados del genotipado para

conocer las interacciones entre ellos.

La clasificacion ATC (Anatomical Therapeutic Chemical classification codes) de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO) surgié en 2004 (178), a raiz de la
necesidad de la comunidad de Farmacéuticos y Médicos Generales de la realizacion de
estudios farmacoepidemioldgicos, sobre todo asociados a la longevidad de los pacientes

(179).

Esta clasificacion ATC se basa en un codigo estructurado, 16gico y jerarquico, que
permite el desarrollo de nuevos farmacos y facilita notablemente la investigacion basica,
dado que categoriza los distintos medicamentos en funcion tanto de sus efectos
terapéuticos como de sus caracteristicas quimicas, asi como la distribucion anatomica de
sus efectos. Sin embargo, en algunas ocasiones la clasificacion de algunos medicamentos
supone un gran reto, debido a que un mismo farmaco podria llegar a tener efectos

diferentes y podrian considerarse varias clasificaciones distintas (180).

La recopilacion de datos también incluyo las variaciones que ha sufrido la
medicacion de cada uno de los pacientes, asi como las prescripciones en el momento de
estudio, catalogadas por medio de este sistema de clasificacion ATC, cuyo resumen

podemos encontrar en la Tabla 9.
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Ademas de la medicacion, se recogieron datos demograficos necesarios para el
estudio, como edad, género, antecedentes personales y familiares, historia de efectos
adversos o intolerancia y reacciones adversas al tratamiento recibido en el momento del

estudio.

Tabla 9. Grupos de clasificacion de los farmacos (181).

Grupo Clasificacion
A Tracto alimentario y metabolismo
B Sangre y 6rganos hematopoyéticos
C Sistema cardiovascular

D Dermatologicos

G Sistema genitourinario y hormonas sexuales

Preparados hormonales sistémicos, excluyendo

H o
hormonas sexuales e insulinas
J Antiinfecciosos para uso sistémico
L Agentes antineoplasicos ¢ inmunomoduladores

M Sistema musculoesquelético

Sistema nervioso

P Productos antiparasitarios, insecticidas y repelentes
R Sistema respiratorio

S Organos de los sentidos

\% Varios
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I11.1.2.2. Fase de Analisis Teodrico de las Interacciones
Farmacologicas. Recursos in silico

Con el fin de analizar las interacciones fArmaco-gen y las interacciones farmaco-
farmaco entre los fArmacos prescritos a cada uno de los pacientes, se utilizaron recursos
in-silico  disponibles publicamente como Pharmacogenomic Knowledgebase
(PharmGKB) (182), PubMed-NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(183), SuperCYP (184), y Pharmacogene Variation Consortium (Pharm-Var) (185).

Para el analisis de las interacciones farmacologicas y de las vias implicadas en la
metabolizacion de los diferentes farmacos prescritos se utilizaron las bases de datos

disponibles en la web, entre las que destaca PharmGkB (182).

Para el analisis funcional de las variantes implicadas en la expresion de las
enzimas metabolizadoras y de las proteinas transportadoras, se utilizaron publicaciones
recogidas de la base de datos PubMed-NCBI (183), asi como tablas contrastadas de

PharmGkB (182), como se ha mencionado anteriormente.

e PharmGKB (182)

Recurso de reconocimiento integrado que permite conocer la variacion en la

respuesta a la medicacion en funcion de la variacion genética (182).

Se incluye informacién farmacogendmica que permite una mejora en la
implementacion clinica de los farmacos, como pautas de dosis. Asi mismo, proporciona
una actualizacion constante de la investigacion cientifica y el desarrollo de nuevos

medicamentos (186).
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La informacion es seleccionada de articulos publicados en bases de datos de gran
impacto. Cabe destacar la informacidon proporcionada por las tablas diplotipo-fenotipo,
que permiten la extrapolacion de los datos genéticos a fenotipos metabolizadores en
funcion de cada uno de los genes estudiados. Este recurso es gestionado por la

Universidad de Stanford (CA, USA). Podemos encontrar tablas correspondientes a:

e (CYP2B6 (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials)
e (CYP2D6 (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2d6RefMaterials)
e (CYP2CY (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2c9RefMaterials)
e (CYP2CI19 (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2c19RefMaterials)

o (YP3A45 (https://www.pharmgkb.org/page/cyp3aSRefMaterials)

e PubMed-NCBI (183)

Motor de busqueda que permite acceder a MEDLINE, siendo esta una base de

datos de referencias y resumenes centrados en ciencias biomédicas y ciencias de la vida

(183).

Es gestionado por la Biblioteca Nacional de Medicina, en concreto por el Centro
Nacional de Informacion de Biotecnologia perteneciente al Gobierno de Estados Unidos,

con sede en Bethesda, Maryland.

e  SuperCYP (184)

Base de datos disefiada con el fin de aunar gran parte de la informacion

correspondiente a las enzimas del Citocromo P450 a lo largo de la literatura (184).
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La informacion contenida parte de un examen riguroso de numerosos, variantes y
efectos sobre la degradacion de farmacos de cada una de las enzimas de interés. Permite
obtener informacion sobre potenciales interacciones entre firmacos y genes, ademas del
grado de saturacion de las enzimas metabolizadoras, y ofrece alternativas en las

combinaciones farmacologicas en funcion de dichas interacciones metabolicas (187)

En la Figura 18 se puede observar la interfaz en la que trabaja el usuario, asi como

la informacion que brinda la aplicacion.

e Pharm-Var (185)

Se trata de un Consorcio de Expertos que proporciona informacioén sobre
Variacion Genética, un depdsito central que permite aunar las variaciones de distintos
genes clave en la farmacogenética, centrado principalmente en la estructura de haplotipos

y en la variacion alélica.

Por lo tanto, se puede definir como un recurso que facilita la investigacion tanto
basica como clinica, asi como la interpretacion de los distintos resultados de las pruebas

farmacogenéticas con el fin de poder orientar de forma eficiente la Medicina de Precision.

Destaca especialmente la informacion relevante a CYP2D6, del que se han

publicado mas de 100 variantes (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6), muchas de

las cuales no han sido evaluadas en ensayos clinicos, procediendo su evidencia de
estudios in vitro, con diferentes compuestos o predicciones derivadas de estudios de

impacto funcional.

Este recurso se desarrolla y gestiona gracias al Children’s Mercy Hospital de

Kansas City (AZ, USA).
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SuperCYPsPred
Home ‘ Prediction ’ Results ‘ Model information ’ DDI ‘ Statistics ’ FAQ ‘ Contact
[ Drug-Drug Interaction Results I

In this table you can see all CYPs that are involved in the metabolism of your drug-cocktail. If two or more drugs are metabolized by the same CYPs, the
column is coloured yellow (2 drugs), orange (3 drugs) or red (4 and more drugs). The table gives alternatives for all chosen drugs and their metabolism
based on their ATC-groups.

Legend s = substrate, inh = inhibitor, ind = inducer, P-inh= predicted
inhibitor
By clicking on the the drug you get information about it.
By clcking on the CYPs you get information about it.
By clicking on a relation (s, inh or ind, P-inh) you get the source and
probability of prediction.

Na 1A2 1B1 2A6 2A13 2C8 2C9 2C18 2C19 2D6 2E1 3A4 3A5 4A11  11A  46A "":r'f" nocyp
Dexketoprofe X
Paracetamol s | s s s s inds  sind | S sing

IndS Inhind [ [ | Sind InhS Inhind
Omeprazol Inh s Ind S Inh S S Inh Inh Ind s Inh

alternative drugs excreti
for Dexketoprofen 1A1 1B1 2A6 2A13 2C8 2C9 2C18 2C19 2D6 2E1 3A4 3A5 4A11 MMA  46A on Mocyp

alternative drugs

for Paracetamol Sl

3A5 4A11

alternative drugs
for Omeprazol

Inh S

IndS Inh Sinh S ind
P-Inh P-nh §
Ind | Sinh | P-Inh | Inh
Substrate-Substrate If more than one drug is metabolized by the same CYP, it is possible that its metabolism is inhibited
Interaction because of the competition between the drugs. That means, it can be useful to lower the dosage of the

drugs in the drug-cocktail because they remain longer in the organism than in monotherapy.

Inhibitor-Substrate Combining drugs that have inhibitory effect and are substrates of one particular CYP, should be
Interaction compensated by lowering the dosage. They rest longer in the organism than in monotherapy. Not adapting
the dosage bears the risk of even more side effects.

Inducer-Substrate Combining drugs that are inducers and substrates of one CYP should be compensated by increasing the
Interaction dosage because metabolism is stimulated and faster than in monotherapy. Therefore, the drugs are even
earlier eliminated.

Inducer-Inducer Combining two or more inducers of one CYP, should be compensated by increasing the dosage to reach

Interaction the normal therapeutic effect because their metabolism is stimulated. Therefore, the drugs are even earlier
eliminated.

Inhibitor-Inhibitor Combining two or more inhibitors of one CYP, should be compensated by lowering the dosage of these

Interaction drugs because the metabolism is reduced and the drugs remain longer in the organism than in

monotherapy. Not adapting the dosage bears the risk of even more side effects.

Figura 18. Interfaz Supercyp de una interaccion simulada de tres farmacos, en la que se
observan las distintas alternativas aportadas por el programa (184).
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I11.1.2.3. Fase de Genotipado

La fase de genotipado consiste en el analisis en el laboratorio de las variantes
génicas de los genes que codifican proteinas implicadas en la metabolizacion de los

farmacos.

El anélisis de las variantes farmacogenéticas se realizo por medio de diversas
técnicas. Inicialmente se utilizo la plataforma LightCycler 2.0 y 480 (Roche Molecular
Diagnostics, Pleasanton, CA, USA), Test AmpliChip CYP450 (Roche Molecular
Diagnostics, Pleasanton, CA, USA), y la Plataforma de Autogenomics (Carlsbad, CA,
USA), y finalmente se implementaron Paneles iPLEX® Pro PGx (Agena Bioscience, San

Diego, CA, USA).

Todos los anélisis farmacogenéticos se llevaron a cabo siguiendo las directivas de
la Red de Calidad Europea de Genética Molecular (European Molecular Genetics
Management Network, EMQN), y aplicando la Normativa UNE-EN-ISO 15189, para la
cual el servicio de Genética Molecular y Farmacogenética del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca se encuentra acreditado por la Entidad Nacional de
Acreditacion (ENAC). Esta normativa incluye control preanalitico, analitico y
postanalitico, requiriendo cualificacion del personal, validaciéon y aplicacion de control

tanto interno como externo.

La muestra de ADN de los pacientes cuyo resultado en el caso del gen CYP2D6
fue no concluyente con las técnicas disponibles, fue realizada a través de una colaboracion
con el Laboratorio del Hospital Pediatrico Mercy de Kansas City (AZ, USA), en concreto
al servicio de Farmacologia, Toxicologia e Innovacién Terapéutica, para su posterior
genotipado por medio de una combinacion de técnicas que incluyen PCR de amplio rango

(XL-PCR), secuenciacion Sanger y andlisis cuantitativo del nimero de copias del gen.
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II1.1.2.4. Fase de Integracion de la Informacion

Esta fase consiste en la integracion de la informacion farmacogenética y clinica

para abordar el ajuste terapéutico.

El objetivo principal de esta etapa fue la disminucion de las interacciones
potencialmente adversas mediante la identificacion de los farmacos que no son
metabolizados de manera eficiente por el paciente, teniendo en cuenta la medicacion
metabolizada por una misma enzima, y aquella medicacién que, al ser inhibitoria, causa

en el paciente un fenotipo diferente del que corresponderia por el genotipo (fenocopia).

La prescripcion terapéutica correspondiente a cada uno de los pacientes, asi como
su dosificacion, fue revisada y/o modificada en base a los resultados obtenidos del analisis
farmacogenético y a la prediccion de las interacciones potenciales entre los farmacos

prescritos.

II1.1.2.5. Fase de Valoracion de la Respuesta Clinica.

El modelo, asi como los resultados de la modificacion de la medicacion de los

pacientes se evalué de manera continua.

Cada uno de los facultativos responsables del bienestar del paciente realizé una
evaluacion continua de la intervencién del estudio farmacogenético en el tratamiento de
los pacientes, y, posteriormente, envié los datos al servicio de farmacogenética para poder

tener un feedback del trabajo realizado y los resultados obtenidos del mismo.
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[I1.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

I11.2.1. Extraccion de ADN Gendmico

Para llevar a cabo la extraccion de ADN gendmico se utilizd sangre periférica,
obtenida por medio de puncion venosa y recogida en tubos de vacio con anticoagulante
EDTA (Acido etilendiaminotetraacético). Cada una de las muestras, se identificé con un
codigo interno para asegurar el cumplimiento de la normativa de Proteccion de Datos

vigente.

La extraccion de ADN se realiz6 mediante un sistema automatizado MagNa Pure
Compact (Roche Diagnostics, Roche Applied Science, IN, USA) a partir de 1mL de

sangre total, y en algunos casos, con el sistema Qiacube (Qiagen, Hilden, Alemania).

A modo de ejemplo describimos la metodologia MagNa Pure Compact, empleada
mayoritariamente, que se basa en un sistema de particulas magnéticas que se divide en

las siguientes fases:

1. Lisis celular mediante Triton X-100 y digestion proteica mediante tampodn de lisis
y proteinasa K.

2. Union del ADN a la superficie de las particulas de vidrio magnéticas en solucion
de isopropanol.

3. Separacion del complejo ADN-particula magnética.

4. FEliminacion de los restos celulares mediante varios lavados.

5. Separacion del complejo ADN-particula magnética y elucion del ADN en 1mL

de Tris-EDTA (a concentracion Tris-acetato 0.04M y EDTA 1nM, pH 8).
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Posteriormente, para el control de la calidad del ADN extraido se realizd una
cuantificacion y analisis del grado de pureza mediante un espectrofotometro
Biophotometer® (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), utilizando la cubeta de medida
Eppendorf uCuvette® (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), que permite la cuantificacion

sin precisar dilucion.

Se valor6 la pureza del material gendmico extraido mediante la medicion de
absorbancia a 230, 260 y 280 nm de longitud de onda, y la valoracién de dos ratios: la
ratio 260/280, que indica la ausencia de proteina y debe situarse en torno a 1,8, y la ratio
260/230, que debe estar entre 2,0-2,2 y que nos indicaria que no existe contaminacion

con soluciones fenolicas que puedan alterar la eficacia de los ensayos posteriores (188).

Aquellas muestras que no alcanzaron criterios de calidad suficientes fueron

repetidas hasta conseguir unos resultados 6ptimos para realizar el genotipado posterior.

Todas las muestras de ADN extraido se almacenaron a -20°C, asi como una

alicuota de sangre total de cada paciente como stock de seguridad.

I11.2.2. Genotipado

El genotipado de los genes codificantes de las enzimas metabolizadoras se realizo

a través de técnicas diferentes técnicas en funcion de las variantes a analizar.
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I11.2.2.1. PCR a Tiempo Real

Esta técnica consiste en la determinacion mutaciones mediante PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) duplex especifica a tiempo real, deteccion con sonda de
hibridacion FRET (Fluorescence resonance energy transfer), con cebadores especificos
para la discriminacion alélica para los polimorfismos, basada en la tecnologia de
transferencia de emision de energia y el analisis mediante curvas de fusion en el equipo
Lightcycler 2.0 y 480 System II (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA, USA)

(189).

Esta discriminacion alélica se realizd mediante analisis de alta resolucion de
fusion o “High Resolution Melt” (HRM) a través del analisis de curvas de disociacion,
también denominadas curvas melting. La deteccion de las diferencias en las curvas
producidas por el cambio de una tnica base en la secuencia de ADN amplificada permite
la diferenciacion de un polimorfismo concreto. Asi mismo, permite la distincion entre las
situaciones de homocigosis, en la cual unicamente se observara una curva de fusion, y

heterocigosis, en la que se veran reflejadas dos curvas diferentes.

En todos los casos se utilizaron controles tanto positivos (pacientes caracterizados
previamente en los que se conoce el genotipo, priorizando pacientes heterocigotos para
asegurar la visualizacion de los dos alelos estudiados), como negativos (misma mezcla
de reaccion que las muestras, sustituyendo el ADN por agua purificada con el fin de
detectar posibles contaminaciones que invalidarian el ensayo) durante la realizaciéon de la

prueba.
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Como criterios de aceptacion y rechazo del resultado obtenido se definieron los

siguientes:
J El control negativo no debe presentar fluorescencia.
J El control positivo confirmado debe dar un patréon homocigoto mutado o

heterocigoto, en funcion del control que se haya empleado.
J Los casos deben tener un patron con picos definidos, separados al menos por
2.5°C. Ademas, las temperaturas melting de las muestras no deben tener una

desviacion superior a 1°C con respecto a lo obtenido en el control positivo.

En caso de que los criterios necesarios de los controles no se cumpliesen, el ensayo
no fue aceptado. Respecto al tercer criterio, si este no se cumplia en alguna muestra, dicha

muestra no fue aceptada.

En caso de no cumplir los criterios el ensayo fue repetido hasta que se cumplieron

todas las condiciones necesarias previamente establecidas.

A la hora de llevar a cabo la preparacion de la PCR se disefiaron los ensayos
calculando, en funcién del nimero de muestras, la cantidad de los reactivos que se

necesitaban, incluyendo el control negativo y positivo para cada una de las series.

Por medio de esta técnica se genotiparon las variantes que podemos encontrar en

la Tabla 10.
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Tabla 10. Variantes analizadas empleando PCR a tiempo real.

Gen Alelo rs Posicion
ABCBI rs1045642 c.3435C>T
CYPI142 *1F 1s762551 2.-163C>A
CYP2B6 *6 1s3745274 c.516G>T

*2 rs1799853 c.430C>T
CYP2C9
*3 rs1057910 c.1075A>C
*2 1rs4244285 c.681G>A
CYP2CI19 *3 rs4986893 c.636G>A
*17 rs12248560 2.4220C>T
CYP344 *1B 152740574 c.-392A>G
CYP345 *3C 1s776746 2.6986A>G

Todos los reactivos fueron manejados en una cabina de flujo seguridad bioldgica
EUROAIRE® (TDI, Tecnologia para el Diagnostico e Investigacion SA, Alcobendas,
Espana), con el fin de evitar posibles contaminaciones a la hora de su manipulacion,

utilizando gradillas mantenidas a -20°C + 4°C.

Los reactivos utilizados, asi como las muestras de ADN se descongelaron a
temperatura ambiente (5-10 minutos), y una vez descongelados se agitaron mediante

vortex, aplicando un pulso de centrifuga con el fin de homogeneizar la mezcla.

Estos reactivos fueron aportados en el kit LightCycler FastStart DNA Master
HybProbe, que contenia buffer de reaccion, y la mezcla de desoxinucleétidos (ANTP) y
el vial de enzima con la FastStar Taq DNA Polimerasa. A esta mezcla de reaccion se

anadid, para algunos polimorfismos, cloruro magnésico (MgCl).
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Para la determinacion de los diferentes polimorfismos en los genes estudiados se
utilizaron cebadores y sondas especificas que se suministraron como liofilizado, siendo
resuspendidas en 100 pl de H>O destilada, mezclando de nuevo con este reactivo se

conservo alicuotado un maximo de 3 meses a -20°C.

Las cantidades utilizadas fueron las utilizadas en la Tabla 11 para cada una de las

variantes analizadas por esta técnica:

Tabla 11. Reactivos y ADN para cada uno de los genes analizados por medio de
Lightcycler®480 System II.

Reactivo CYPIA2 g§£§j§ CYP2C9 glf}gi;
CYP2CI19
Agua 15pulxn 13.4ul xn 12ul x n 15ul x n
Sondas y Primers 2ul xn Iulxn Iulxn Iulxn
MgCl, 25mM 1.6ul x n
MIX Iulxn 2ul xn 2ul xn 2ul xn
TOTAL 18ulxn 18ul x n 15ul x n 18ulx n
ADN/Agua (Control -) 2ul 2ul Sul 2ul

n: corresponde al nimero de muestras que se querian analizar en cada uno de los experimentos
llevados a cabo, afiadiendo siempre dos mas, correspondientes a los controles negativo y positivo.

Una vez obtenida la mezcla de reaccidn, y tras homogeneizarse con vortex seguido
de pulso de centrifuga o spin, se dispenso en cada uno de los pocillos de la placa, y se
anadid el ADN correspondiente a cada uno de los pacientes como se observa en la Tabla

11, sellando posteriormente dicha placa y aplicando otro pulso de centrifuga o spin.

Finalmente, se llevd a cabo el analisis en la plataforma Lightcycler®480 System

II.
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Para el analisis de los resultados, se analizaron los picos de melting de los distintos

genotipos, como se puede observar en la Figura 19.

Melting Peaks Channel 530
07971
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CYP2C9*2
06571
0,587 Roche Master:
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= 0517
% 0,447
é 0377
3
30307
0257 mt: 50C
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0,097
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Temperature (°C)

Figura 19. Ejemplo de curvas de melting observadas en los distintos genotipos de rs1799853
del gen CYP2C9. En verde con una tmi1=58.1°C el genotipo homocigoto no mutado c en la
posicion ¢.430 del gen CYP2C9. En verde con una tm2=49.7°C el genotipo homocigoto para el
alelo mutado t en la posicion c¢430 del gen CYP2C9. En negro con las tm1=58.1°C y
tm2=49.7°C el genotipo heterocigoto para c439t de CYP2C9 (190).

I11.2.2.2. Técnicas de Microarray

111.2.2.2.1. Amplichip

Inicialmente el andlisis de las variantes se realizO mediante tecnologia de
Microarray de genotipado denominada Amplichip (Roche Molecular Diagnostics,
Pleasanton, CA, USA), que permitia genotipados paralelos masivos utilizando la
plataforma de micromatrices Affymetrix GeneChip®System 3000Dx (Thermo Fisher

Scientific, MA, USA).
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En este caso, se utilizd una matriz con mas de 1500 sondas de oligonucleotidos

que permitia detectar 3 alelos del gen CYP2C19 (*1, *2, *3) y 33 alelos de CYP2Dé,

detectando aquellos que se caracterizaban por cambios en un solo nucleotido, (*2, *3, *4,

*6, *7, *8, *9, *10, *11, *14A, *14B, *15, *17, *19, *20, *25, *26, *29, *30, *31, *35,

*36, *40 y *41) y siete alelos con duplicaciones del gen (*1xN, *2xN, *4xN, *10xN,

*17xN, *35xN y *41xN), ademas del alelo *5 que corresponde a la delecion del gen

(191).

Este proceso se realizo en de varias fases (191):

II.

II1.

IV.

72

Amplificacion mediante PCR de ambos genes (CYP2D6 y CYP2C19),
mediante la utilizacion de reactivos comerciales.

Fragmentacion y posterior marcado de amplificaciones: fragmentos de 50-
200 nucleotidos que se marcan con biotina en su extremo termina 3’ por
medio de una transferasa terminal.

Hibridacion y tincién: adicion de un tampon de hibridacion junto con
soluciéon control a los fragmentos de ADN marcados con biotina.
Hibridacion con los oligonucleo6tidos en la micromatriz, por medio de la
utilizacion del equipo GeneChip 450Dx de Affymetrix®, finalizando con
lavado y tincidn con Ficoeritrina y Estreptavidina.

Lectura de la micromatriz: mediante lector Optico y laser que produce la
excitacion del marcado fluorescente de los fragmentos de ADN, que
extrapola la cantidad de ADN que se ha hibridado, en funcion de la
cantidad de luz emitida.

Determinacion del genotipo CYP450 y su consecuente fenotipo mediante

el software operativo GeneChip (GCOS).



111.2.2.2.2. Infinti Plus

Posteriormente, para el analisis de CYP2D6 se realizd una amplificacion por PCR
semi-cuantitativa, seguida de la deteccion de variantes basada en la técnica de hibridacion
directa mediante array con el analizador Infiniti Plus (Autogenomics, Carlsbad, CA,

USA).

La determinacion se realiz6 sobre las variantes que se observan en la Tabla 12. En
todos los casos se utilizaron controles tanto positivos como negativos en la realizacion de

la prueba.

Tabla 12. Polimorfismos del gen CYP2D6 determinados mediante Infiniti Plus
(Autogenomics, Carlsbad, CA, USA).

Alelo rs Posicion
*2 rs1080985 c.1584C>G
*2 1516947 c.2850C>T
*3 1s35742686 c.2549A>del
*4 1s3892097 c.1846G>A
*5 del
*6 1s5030655 c.1707T>del
*7 rs5030867 c.2935A>C
*8 1s5030865 c.1758G>T
*9 1s5030656 €.2615.2617delAAG
*10 rs1065852 c.100C>T
*12 1s5030862 c.124G>A
*14 1s5030865 c.1758G>A
*17 1s28371706 c.1023C>T
*29 rs61736512 c.1659G>A
*41] rs28371725 c.2988G>A
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Los ensayos por medio de Infiniti Plus CYP450 CYP2D6 se basaron en los

siguientes procesos, como se puede observar en la Figura 20 (192).

a) Amplificacion del ADN purificado por medio de PCR.

b) Incorporacion del marcaje fluorescente por medio de cebadores especificos de
extension (Analyte Specific Primer Extension, ASPE).

¢) Hibridacion de los cebadores ASPE a un microarray y posterior lavado .

d) Exploracion y escaneado del microarray.

e) Deteccion de las senales de fluorescencia y andlisis de los datos obtenidos.

Es necesario tener en cuenta que los pasos (b) a (e) estdn automatizados por medio

del analizador Infiniti Plus.

PCR MULTIPLEX . ASPE Rxn en
INFINITI
y N Y
t v
4 ~N 4 ~ S~ N
Muestra de pacientes Hibridacion Anaélisis de resultados
(25-50ng ADN)

e * ~ e N

Lavado y Secado > Escaneado

Microarray
\ ) L )

Figura 20. Figura esquematica del procesamiento de muestras por medio de Infinity Plus
(Autogenomics) (Carlsbad, CA, USA). Modificado de (192).

I11.2.2.3. PCR de Amplio Rango (XL-PCR)

Respecto al gen CYP2D6, se encontraron algunas situaciones en las que el
resultado del genotipado fue no concluyente, y cuyos pacientes se encontraban en una
situacion clinica que requeria un resultado que permitiera la modificacion segura de su

prescripcion terapéutica.
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En estos casos, su muestra de ADN fue analizada en colaboracion con el
Laboratorio del Hospital Pedidtrico Mercy de Kansas City, en concreto al servicio de
Farmacologia, Toxicologia e Innovacion Terapéutica, para su posterior genotipado por
medio de una combinacion de técnicas que incluyen PCR de amplio rango (XL-PCR),

secuenciacion Sanger y analisis cuantitativo del numero de copias del gen (45,193,194).

Inicialmente se utilizd el AmpliChip CYP450 Test ® (Roche Molecular
Diagnostics, Peasanton, CA, USA) segin la recomendacion del fabricante.
Posteriormente el genotipado de CYP2D6 se realizd por medio de una PCR de amplio
rango o XL-PCR, que permiti6 generar plantillas especificas para dicho gen. Asi mismo,
estos fragmentos fueron genotipados en busca de SNPs que definian las variantes alélicas

comunes, asi como los posibles reordenamientos genéticos de la muestra.

Por tltimo, el nimero de copias (CNV) fue determinado por medio de PCR
multiplex. Asi mismo, esto también permitid la deteccion y caracterizacion de los genes
hibridos CYP2D6 y CYP2D7. Las condiciones de las PCR realizadas se pueden observar

en la Tabla 13.

Tabla 13. Secuencias de oligos y condiciones de las PCR llevadas a cabo en Laboratorio del
Hospital Pediatrico Mercy de Kansas City (194).

Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) Annealing, °C Extension Fragment
time, min length, kb

A ATGGCAGCTGCCATACAATCCACCTG CGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTAG 68 7 6.6

A ATGGCAGCTGCCATACAATCCACCTG CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC 71 10 10

B CCATGGAAGCCCAGGACTGAGC CGGCAGTGGTCAGCTAATGAC 68 4 3.5

C GCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGG CCGGATTCCAGCTGGGAAATGCG 68 13 9.5

D CCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCAG CGGCAGTGGTCAGCTAATGAC 68 13 8.60r10.2
2D8-2D6 int2 CTCCTGCCCAGGGGATGATG TGTTTGCTTCTGGTAGGGGAG 58 11 Approx. 6
2D8-2Dé6 int6 CTCCTGCCCAGGGGATGATG CTCGGCCCCTGCACTGTTTC 65 13 Approx. 9
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Las reacciones de XL PCR (volimenes de 8ul) consistieron en ADN gendmico
(10-20ng), 0.5uM de cada primer, 5% DMSO, y en MIX KAPA Long Range Hotstart
Ready con marcadores, conteniendo dNTPs y polimerasa and (KAPA Biosystems,
Woburn, MA, USA) a una concentracion 1x. Los parametros PCR consistieron en ciclos
incluyendo una desnaturalizacion inicial (3min a 94°C), 35 ciclos en los siguientes pasos:
desnaturalizacion (20s at 94°C), hibridacion (30s, temperatura mostrada en la Tabla 13)
y extensiéon con tiempos y temperaturas mostradas en la Tabla 13. La reaccion
posteriormente fue conservada a 4°C hasta que 2-3puL de dicha reaccion fueron analizados

por medio de geles de agarosa y electroforesis.

I11.2.2.4. Espectrometria de Masas MALDI-TOF

En este estudio, y para todos los genes indicados, se utiliz6 la plataforma
MassARRAY® System de Agena Bioscience (San Diego, CA, USA), que se basa en el
analisis preciso de SNPs por medio de espectrometria de masas - MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization y el detector Time-Of-Flight) como se observa en

la Figura 21.
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Figura 21. Esquema del procedimiento de genotipado por medio de MassArray, Agena
Bioscience (195).

En nuestro caso, se utilizo un el panel predisefiado comercializado por Agena
Bioscience, denominado VeriDore Core Panel para SNP y VeriDose CYP2D6 CNV
Panel Set para las CNV de CYP2D6, que ya contenia tanto los primers o cebadores como
los reactivos necesarios para la deteccion de variantes puntuales en los genes a estudio

(Tabla 14), asi como la deteccion del nimero de copias (CNV) del gen CYP2D6.
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Tabla 14. Variantes analizadas por medio de MassARRAY® System de Agena Bioscience

Gen rs Posicion
1s2069514 g. -3860G>A
1s762551 g.-163C>A
CYPI142 1512720461 2.-729C>T
1s56107638 2.3533G>A
rs72547513 g2.558C>A
1528399499 c.983T>C
CYP2B6
rs3745274 c.516G>T/A
rs1799853 c.430C>T
rs1057910 c.1075A>C
1s56165452 c.1A>G
1s28371686 c.1080C>G
rs9332131 c.818delA
CYP2CY rs7900194 c.449G>A
1s28371685 c.1003C>T
rs9332239 c.1465C>T
1s72558187 c.269T>C
1s72558190 c.485C>A
1s72558188 c.353delAGAAATGGAA
rs4244285 c.681G>A
rs4986893 c.636G>A
1528399504 c.1076T>C
1s56337013 c.1297C>T
CYP2CI19
1s72552267 c.395G>A
1s72558186 2.19294T>A
rs41291556 c.358T>C
rs12248560 2.-806C>T
CYP2D6 rs1135840 2.4180G>C
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Gen

rs Posicion

rs16947 2.2850C>T
rs35742686 g.2549del A
rs3892097 2.1846G>A
rs5030655 g.1707delT
rs5030867 2.2935A>C
rs5030865 2.1758G>T
rs5030656 22613 2615delAGA
rs1065852 g.100C>T
rs5030863 c.883G>C
rs5030862 2.124G>A
1s28371706 2.1023C>T

dup4125_4133

c.dup4125-4133

1s72549353 €.2539 2542delAACT
1s72549354 ¢.1973 _1974insG
rs59421388 g.3183G>A
rs28371735 g24155C>T
rs28371725 2.2988G>A
rs55785340 c.664T>C
CYP344 rs4987161 c.566T>C
rs35599367 2.15389C>T
28365083 2.27289C>A
15776746 2.6986A>G
CYP345
rs10264272 c.624G>A
rs41303343 227131 27132insT
ABCBI rs1045642 c.3435C>T
2% VNIVERSIDAD 79

"D SALAMANCA



MATERGAL Y METODO

El ADN genomico se amplifico en placas de 96 pocillos, y se aplicaron las
condiciones predeterminadas para la realizacion de la PCR siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Una vez finalizada dicha PCR, se realiz6 una defosforilacion alcalina (tratamiento
con SAP, shrimp akaline phsophatase) que elimina el exceso de nucledtidos evitando asi

que interfieran en las reacciones posteriores.

Tras ello se procedi6 a la extension de un Unico nucledtido mediante su adicion
enzimatica en el lugar de estudio, lo que permite extensiones alelo-especificas en funcion

de la secuencia analizada.

Estas extensiones posteriormente se eliminod el exceso de sales mediante la
aplicacion de resinas y se transfirieron a un SpectroCHIP Array, matriz que permitia la

adquisicion de datos por medio de MALDI-TOF.

Este SpectroCHIP se analiz6 en la plataforma MassArray Sistem®, en la que se
produce la desorcion e ionizacion de las muestas mediante la irradiacion de un léser,
induciendo disrupcion molecular, y consiguiendo que las moléculas cargadas de forma
positiva se aceleren en direccion al detector, y cuyo tiempo de vuelto (TOF, time-of-

flight) es proporcional a la relacion masa molecular-carga de las moléculas (m/z).

De esta forma, se permite la diferenciacion de los diferentes SNPs por medio de
un espectro de masas en funcion de la intensidad (eje Y) y la masa/carga (eje X), como

se observa en la Figura 22.
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Figura 22. Espectro de intensidad en funcion de masa/carga que permite la diferenciacion de
los diferentes SNPs, en este caso, rs762551 del gen CYPI1A42.

Posteriormente, se realizo el analisis de los resultados obtenidos utlizando el
software MassArray Typer y PGx Report Software, identificando los alelos obtenidos
para cada SNP, en funcién del espectro de masas para cada muestra, como se observa en

la Figura 23.
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Figura 23. Representacion del rs762551 del gen CYPIA2.
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Para el desarrollo del experimento y validacion de los datos fue necesario tener
un control negativo cuya caracteristica principal fue no presentar intensidad. Ademas, en
cada ensayo se incluyeron tres controles para el nimero de copia del gen CYP2D6: un
control conocido con niumero de copia 1N, un control conocido con numero de copia 3N,

y un control conocido con niimero de copia 2N.

A lo largo del desarrollo del presente trabajo se han genotipado numerosas
variantes, cuyo fenotipado no esta estandarizado. Para poder realizar una caracterizacion
fenotipica adecuada se ha utilizado la informacién de la guia obtenida del Clinical
Pharmacogenetics Consortium (CPIC) (196) para su caracterizacion fenotipica,
utilizando el Activity Score. Ademas, se utilizé la tabla diplotipo-genotipo del recurso

PharmGKB  (182)  (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2d6RefMaterials)  para

comprender la correspondencia del genotipo en fenotipo de cada paciente.
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I11.3. COMPARACION DE TECNICAS

Para la comparacion posterior de los resultados obtenidos por las diferentes
técnicas, era necesario conocer los SNPs estudiadas en cada uno de los casos, para lo cual
se elaboraron tablas comparativas de todas las variantes analizadas y su correspondencia

entre las diferentes técnicas, como se puede observar en las Tablas 15-22.

Tabla 15. Comparacion de variantes analizadas del gen CYPI1A2.

GEN CYPIA2

1s2069514

rs762551 1s762551

rs12720461

1s56107638

1s72547513

Tabla 16. Comparacion de variantes analizadas del gen CYP2B6.

GEN CYP2B6

rs28399499
rs3745274 rs3745274
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Tabla 17. Comparacion de variantes analizadas del gen CYP2C9.

GEN CYP2C9

rs1799853

rs1799853

rs1057910

rs1057910

1s56165452

1s28371686

rs9332131

rs7900194

1s28371685

rs9332239

rs72558187

1s72558190

rs12248560

rs12248560

rs72558188

Tabla 18. Comparacion de variantes analizadas del gen CYP2C19.

rs4244285

GEN CYP2C19

rs4244285

rs4986893

rs4986893

1s28399504

1s56337013

1s72552267

rs72558186

1s41291556
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Tabla 19. Comparacion de variantes analizadas del gen CYP2D6.

GEN CYP2D6

rs1135840
rs1080985
rs1065852 rs1065852
1s28371706
rs5030655 rs5030655
rs5030865 rs5030865
rs5030865 rs5030865
1rs3892097 1s3892097
1s5030862 1s5030862
rs61736512
rs28371725 rs28371725
1s35742686 1s35742686
rs5030656 rs5030656
rs16947 rs16947
rs5030867 rs5030867
*Sdel
Duplicacion dup4125 4133
rs5030863
1s72549357
1s28371706
1s72549353
1872549354
rs59421388
rs28371735
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Tabla 20. Comparacion de variantes analizadas del gen CYP344.

GEN CYP3A44

rs2740574

rs55785340

rs4987161

rs35599367

Tabla 21. Comparacion de variantes analizadas del gen CYP345.

GEN CYP3A45

1s28365083

1s776746 1s776746

rs41303343

rs10264272

Tabla 22. Comparacion de variantes analizadas del gen ABCBI.

GEN ABCBI1

rs1045642 rs1045642
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I11.4. ANALISIS DE VARIANTES ESTRUCTURALES
DE CYP2D6

Durante la realizacion de la Estancia Doctoral en el Centro de Biologia-Patologia
del Complejo Hospitalario de Lille (Centre de Biologie Pathologie Pierre-Marie Degand,
Centre Hospitalaire Universitaire de Lille, France) se realizd una investigacion
exhaustiva acerca de los hibridos del gen CYP2D, principalmente aquellos que conllevan

los polimorfismos posiblemente asociados entre CYP2D6 'y CYP2D7.

[11.4.1. Generacion de Primers y RT-PCR

Se utiliz6 la comparacion de la alineacion de las secuencias de los genes CYP2D6
y CYP2D7 con el fin de poder identificar regiones que fueran diferentes y permitieran la
deteccion hibridos por medio de RT-PCR (Eppendorf Mastercycler nexus SXI1,

Eppendorf, Hamburgo, Alemania) para la generacioén de cebadores.

Para ello, se utilizaron regiones que resultasen diferentes entre CYP2D6 y

CYP2D7,y que, ademas, cumpliesen unos criterios necesarios expresados en la Tabla 23.

Tabla 23. Caracteristicas de los cebadores generados para CYP2D7

Secuencia de Pares T T T Auto

Nombre oligonucleodtidos Bases Hibridaciéon  hibridacion = hibridacion comp
5°-3’ NCBI UCSC (°C) TF 3’
2D7F ACGTGAAACAGA 2375 60.24 °C 62.2 °C 65.2 °C 4.00-
GATAAAGGCCA 2.00
2D7R CTGGCAGGTCCT 60.55 °C 62.8 °C 65.6 °C 7.00-
GATTTGTCTT 0.00
2D7BISF AAACAGAGATAA 2370 60.93 °C 63.1°C 65.7 °C 4.00-
AGGCCAGCGAG 0.00
2D7BISR CTGGCAGGTCCT 60.55 °C 62.8 °C 65.6 °C 7.00-
GATTTGTCTT 0.00
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En el Anexo 4 se puede observar las secuencias tedricas en funcion de la

comparacion de todos los genes estudiados (CYP2D6, CYP2D7 y CYP2DS).

Para la realizacion de las correspondientes amplificaciones, se utilizaron las

cantidades de reactivos y las temperaturas expresadas en las Tablas 24 y 25.

Tabla 24. Cantidades de reactivos utilizados.

REACTIVOS Volumen por tubo

11.875 ul

Sul

1 pl

1 pl

0.125 ul

1 pl

19 pl

Tabla 25. Temperaturas del termociclador Eppendorf Mastercycler nexus SX1 utilizadas para
la caracterizacion genética.

95°C 15 minutos 1 CICLO
95°C 45 segundos

62°C 45 segundos 30 CICLOS
72°C 2.5 minutos

72°C 15 minutos 1 CICLO
4°C INFINITO
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En los ensayos de amplificaciones, los cebadores utilizados fueron un forward y
un reverse de cada uno de los genes CYP2D6 y CYP2D7, en todas las combinaciones
posibles (2D6-F+2D6-R; 2D6-F+2D7-R; 2D7-F+2D6-R; 2D7-F+2D67-R), con el fin de

poder identificar ambos genes, asi como de poder identificar los posibles hibridos.

Los pacientes seleccionados para el andlisis procedian de un conjunto de 373
pacientes reportados como no hibridos para el gen CYP2D6 por medio de Next
Generation Sequencing (NGS) por medio de del equipo Novaseq 6000 (Illumina, San
Diego, CA, USA). Con los ficheros de datos crudos binary aligned mapped (.bam), se
observo que la distribucion de pacientes variaba notablemente en funcion al nimero de
copias del gen (Copy Number Variation, CNV), estableciéndose como diferentes grupos
de estudio pacientes con un CNV inferior, igual o superior a 1. Dentro del grupo de
pacientes con CNV superior a 1, un 2.5% de los pacientes reportaban un numero de copias
cercano a 1.25, por lo que, para cada uno de los grupos por separado, se dividieron
finalmente aquellos individuos con un CNV superior a 1 en aquellos cercanos a 1.25 y

aquellos superiores a 1.5.

Asi mismo, se observo la distribucion de cada uno de los exones e intrones, con
el fin de poder observar ciertas regiones que se encontrasen sobre o subexpresadas, como
se observa en la Figura 24. Finalmente, se utiliz6 una muestra de 234 pacientes debido a
falta de informacion de alguno de los exones o intrones en 139 de los pacientes
previamente estudiados. Se puede observar como la parte inicial y la parte final del gen
CYP2D6 en aquellos individuos con un CNV de 1.25 tienen una expresion variable dentro
de la secuenciacion, a diferencia de lo que ocurre en aquellos pacientes con CNV de 1.0

(a partir del intron 1), en la Figura 25.
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Figura 24. Distribucion de la secuenciacion de intrones y exones dentro del Gen CYP2D6
para el CNV 1.25.
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Figura 25. Distribucion de la secuenciacion de intrones y exones dentro del Gen CYP2D6
para nimero de copias igual a 1.
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Una vez realizada esta observacion, se procedid a la caracterizacion de las
regiones homoélogas en combinacion con los tres genes (CYP2D6, CYP2D7 'y CYP2DS),
con el fin de poder observar los nucleétidos diferenciales de las secuencias entre cada uno
de los genes estudiados y poder observar si alguna de las regiones sobre o subexpresadas
podria pertenecer a otro de los genes estudiados (CYP2D7 o CYP2DS). Se realizd por
medio de la herramienta MACRO de Excel® y por estudio de los ficheros .ham de datos.
En la Tabla 26 se puede observar la variabilidad de los nucleotidos en funcién tanto de
CYP2D6 como de CYP2D7. Asi mismo, puede ser comprobado con la secuencia

completa en el Anexo 4.

Por ultimo, tratamos de identificar aquellas variantes de CYP2D6 que
correspondiesen a la secuencia homocigota no mutada de la parte homoéloga de los
pseudogenes CYP2D7 y CYP2DS8, teniendo en cuenta la frecuencia de estas variantes en
las distintas poblaciones segun la base de datos GnomAD (197), como se puede observar

en la Tabla 27.
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Tabla 26. Comparacion de secuencias homodlogas de los genes CYP2D6, CYP2D7 y CYP2DS.
En la columna de la izquierda se puede observar el rango del gen de referencia, mientras que
en la columna de la derecha se puede observar el nimero de nucleotidos de diferencia con la
secuencia del gen correspondiente, haciendo comparaciones CYP2D6-CYP2D7 ; CYP2D6-
CYP2D8 ; CYP2D7-CYP2DS.

RANGO 2D7 RANGO 2D8 RANGO 2D8
2D6 2D6 2D7
[1-748] 0 [1-72] - [1-72] -
[749-905] 1 [73-550] 72 [73-550] 72
906 - [551-556] - [551-556] -
[906-1178] 0 [557-715] 78 [557-715] 78
[1179-1189] - [716-748] 77 [716-906] 77
[1190-1195] 11 [749-1119] -76 [907-1121] 76
[1196-1197] - [1120-1122] - [1122-1124] -
[1198-1509] 13 [1123-1179] -79 [1125-1180] -79
[1510-2009] 11 1180 - [1181-1532] -69
[2010-2053] -9 [1181-1195] -80 [1533-1595] -68
2054 - [1196-1197] - [1596-1601] -
[2055-2267] -10 [1198-1509] -82 [1602-1616] 74
[2268-2276] - [1510-1543] -80 [1617] -
[2277-2762] -19 [1544-1606] -79 [1618-1853] 75
[2763-2915] 18 [1607-1612] - [1854-1923] 73
[2916-2920] - [1613-1627] -85 [1924-1997] 72
[2921-2968] 23 1628 - [1998-1999] -
[2969-2977] 21 [1629-1864] -86 [2000-2007] 74
[2978-2998] - [1865-1936] -84 [2008-2024] -65
[2999-3054] 42 [1937-2016] -83 [2025-2047] -64
[3055-3058] - [2017-2033] 74 [2048-2145] -63
[3059-3066] -46 [2034-2155] 73 [2146-2257] -60
[3067-3077] - [2156-2838] -70 [2258-2743] 51
[3078-3123] -57 [2839-2846] - [2744] -
[3124-3137] -52 [2847-2852] 78 [2745-2820] -52
[3138-3213] -44 [2853-2857] - [2821-2828] -
[3214-3227] 43 [2858-2951] -83 [2829-2834] -60
[3228-4157] 42 [2952-2957] - [2840-2908] -65
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RANGO 2D7 RANGO 2D8 RANGO 2D8
2D6 2D6 2D7
[4158-4383] -41 [2958-2962] -89 [2909-2932] -60
[2963-2965] - [2933-2934] -
[2966-2974] -92 [2935-2941] -62
[2975-3006] -90 [2942-2944] 55
[3007-3013] -86 [2945-2946] -
[3014-3017] - [2947-2955] -57
[3018-3054] -90 [2956-2958] -46
[3055-3057] - [2959-2960] -
[3058-3068] 93 [2961-3008] -48
[3069-3072] 91 [3009-3014] 31
[3073-3126] -89 [3015] -
[3127-3141] -84 [3016-3393] 32
[3142-3213] 76 [3394-3396] 30
[3214-3227] 75 [3397-3523] -16
[3228-3435] 74 [3524] -
[3436-3438] 72 [3525-3697] 17
[3439-3565] -58 [3698-3703] 82
[3566] - [3704-3708] 241
[3567-3739] -59 [3709-3713] 406
[3740-3745] 40 [3714-3717] 418
[3746-3750] 199 [3718-3746] 904
[3751-3755] 364 [3747-3808] 906
[3756-3759] 376 [3809] -
[3760-3788] 862 [3810-4043] 905
[3789-3850] 864 [4044-4062] -
[3851] - [4063-4086] 886
[3852-4085] 863 [4087-4089] -
[4086-4104] - [4090-4117] 883
[4105-4130] 844 [4118] -
[4131-4133] - [4119-4268] 882
[4134-4307] 841
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Tabla 27. Variantes que se corresponden con su secuencia homoéloga en CYP2D6, CYP2D7 y
CYP2D8. En azul se pueden observar las variantes de CYP2D6 que corresponden a homocigoto
no mutado en CYP2D7 o CYP2DS.

rs201759814 G A/C rs1058174 G A - - -
rs1135840 G C rs2103556 G |A/C - G -
rs4987144 A G 1s542355443 G A - G -
rs1058172 C T/G 1s56127449 C | T/A | 15201259872 C T
1s28371725 C T 1s1206676566 | C T - C -
rs16947 A G/T 1579164577 G | A/C | 18369926502 G A
rs5030656 | CTTCT CT - - - rs1467788926 | CTTCT | CT
1s35742686 T - 1s775629348 T - - T T
rs111606937 A G/T 1s2267448 A G 151164711677 G
rs3892097 C T 1s764555020 C T - C -
rs1058164 G C rs184023369 C |[A/G - C -
rs1081003 G A/C | 151418591609 | G A rs910354503 G A
1s28371706 G A/T | 15771156352 T |A/G - T -
rs28371705 G C/A rs4987140 C |G/T - G -
1s28371704 T C/A rs4987139 C T 151187879793 C T
rs28371703 G T rs4987138 T G - G -
rs1081000 C T rs879030553 C T - C -
1s28695233 G T rs1438315694 | G T - G -
rs1080996 T G rs1323645406 | T G rs1443000125 T A
rs1080995 G C rs781665355 G C - G -
rs1065852 G A 1s769613780 G | AC - G -
1s769258 C T rs181703657 T C - - -
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II1.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos fueron recogidos utilizando los programas Microsoft Access y hojas de
calculo de Microsoft Excel, que permitieron la clasificacion de los pacientes en funcion
de la edad, el sexo, el motivo de la solicitud del estudio farmacogenético, el servicio
clinico de procedencia y de los distintos genotipos y fenotipos asociados a cada uno de

ellos.

Asi mismo, se llevd a cabo un procedimiento de pseudoanonimizacién de todas
las bases de datos con el fin de poder ajustarnos a las normativas vigentes en Proteccion
de Datos (177), y posteriormente se elaboraron bases de datos en el programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) version 21 (IBM, Chicago, IL, USA) en
funcion del método de obtencién del genotipo que permitieron la obtencion de los

resultados posteriormente descritos y su comparacion.

Se realizé estadistica descriptiva para la determinacion de la tendencia central y
la dispersion. En funcion de las caracteristicas de las variables se utilizo media o mediana

como medida de tendencia central.

La normalidad de la distribucion de los datos se ejecutd por medio de un test de
Kolmogorov-Smirnov o un test de Shapiro-Wilk, y el anélisis bivariante se llevé a cabo
por medio del test de Fisher, Test de Montecarlo, Test de T-Student, ANOVA, test > de
Pearson, aplicando las distintas pruebas para variables cualitativas y cuantitativas segun

corresponde en cada uno de los casos.

Para la homogeneidad de varianzas se utilizé el test de Levene, que permite

evaluar una variable determinada entre dos o mas grupos.

o
‘ e}

. VNiVERSiDAD 95
"D SALAMANCA



MATERGAL Y METODO

El analisis estadistico se elabord por medio del software estadistico SPSS version
21 (IBM, Chicago, IL, USA) y la utilizacion de las herramientas Excel destinadas para

ello.
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IV.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

IV.1.1. Distribucion por Edad y Sexo

En el estudio realizado no existe sesgo en la distribucion por sexo, dado que, de
los 596 pacientes estudiados en total, 310 (53.1%) fueron varones, y 286 (47.9%),

mujeres.

Respecto a la edad, se puede observar en la Figura 26 como la distribucion en los
estudios fue normal (ademas, se puede confirmar por el teorema del limite central, dado
que nuestro tamafio muestral es mayor de n>30). La media de edad total fue de 44.8 afios,
con una desviacion estandar de 17.3. Si observamos la distribucion en funcion del sexo,
se observoé que, en el caso de los hombres, la edad media fue de 42.7 + 17.2 afios, mientras
que las mujeres presentaron una edad media de 47.1 = 17.3 afos. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en funcion del sexo (p=0.46). En ambos casos la

distribucion sigue un patron normal, como se puede observar en la Figura 27.
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Figura 26. Distribucion en funcién de la edad de los pacientes.
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SEXO: Mujer SEXO: Hombre
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Figura 27. Distribucion en funcion de la edad y el sexo de los pacientes.

I1V.1.2. Servicio Clinico de Procedencia

A lo largo de la recopilacion de los pacientes, fueron varios los servicios clinicos
desde los cudles se derivaron pacientes a la URE de Farmacogenética y Medicina de
Precision para su estudio. Sin embargo, en la Figura 28 podemos observar como la amplia
mayoria de los pacientes proceden del servicio de Psiquiatria (428 pacientes, 76.4%),
incluyendo las especialidades de Psiquiatria Infantil (12 pacientes, 2.1%), Psiquiatria de
Adultos (392 pacientes, 70%) y la Unidad de Trastornos de la Conducta Alimentaria

(UTCA) (24 pacientes, 4.3%).

Entre el resto de servicios clinicos que han derivado pacientes a la Unidad, 3%
procedieron de Hematologia, 2.7% de Toxicologia, 2.7% del Laboratorio de Andlisis
Clinicos y Bioquimica Clinica, y otro 2.7% del servicio de Alergia (2.7%). Asi mismo,

de Farmacia procedieron el 2.5% de los pacientes analizados.
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Finalmente, también se analizaron pacientes derivados de otros servicios en menor
proporcion, como Reumatologia (1.4%), Dermatologia (1.3%), Endocrinologia (1.1%),
Pediatria (0.9%), Neurologia (0.7%), Atencioén Primaria y Medicina Interna (0.5% cada
una), Oncologia, Neumologia e Infecciosas (0.4% cada una), y Urgencias, Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI) y Anestesia (0.2% cada una). El resto de pacientes procedian

derivados de otros hospitales nacionales.

g Lab io Alergia Toxicologia
3% 3% 3%

Farmacia
2%

OTROS

10% ]

Psiquiatria
76%

INFANTO-JUVENIL

= Reumatologia = Dermatologia ® Endocrinologia
Pediatria = Neurologia = Atencién Primaria
® Medicina Interna ®m Urgencias m UCI
ADULTOS ® Anestesia m Oncologia ® Neumologia
® Infecciosas Otros hospitales

Figura 28. Distribucion de los pacientes en funcion del servicio clinico de procedencia.

IV.1.3. Prescripcion Farmacologica

A lo largo de la realizacion del presente trabajo, se analizd la prescripcion

farmacologica de los pacientes objeto de estudio.

Si bien en la mayoria de las ocasiones (523 pacientes, 87.7%) se conocia la
medicacion en el momento del estudio, en 44 (7.4%) de los casos ello no se aporto el
tratamiento actualizado por parte del facultativo que solicité el estudio farmacogenético

y en 29 (4.9%) ocasiones se realiz6 el estudio previo a la prescripcion farmacoldgica.
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Asi mismo, si bien se reportd que los pacientes se encontraban polimedicados con
dos 0 mas farmacos, en algunas ocasiones solo se indico la medicaciéon modificada tras

la retirada de los farmacos conflictivos, en su mayoria, por aparicion de efectos adversos.

La media de farmacos prescritos por pacientes fue de 4.9 + 3.44 farmacos. El
numero maximo de farmacos prescrito de forma concomitante en un paciente fue de 28,
mientras que el minimo fue de 1 (con las excepciones anteriormente mencionadas). Si
dividimos por sexo los datos, las mujeres presentaban una media 5.08 + 3.59 farmacos
mientras que los hombres, 4.72 + 3.28 farmacos por paciente, sin implicar diferencias

significativas (p=0.22).

Para la clasificacion de los farmacos para su interpretacion, se utilizé el codigo
ATC/DDD Index 2023 (https://www.whocc.no/atc_ddd index/), que incluye diferentes

categorias que podemos observar en el Anexo 5 (181).

Es necesario tener en cuenta que un mismo paciente puede presentar medicacion
de diferente categoria, por lo que un mismo paciente puede aparecer en varios grupos de
forma simultanea. Asi mismo, cada paciente puede tener prescripcion de varios farmacos
pertenecientes a un mismo grupo farmacoldgico, como se puede extrapolar de la Tabla

28.

Dentro de los pacientes analizados, se observo la elevada prevalencia de farmacos
relacionados con el Sistema Nervioso, presente en el 91.01% de los pacientes,
representando un 63.43% de la medicacion total prescrita. En su amplia mayoria esto
puede ser debido a que una gran parte de los pacientes analizados proceden del area de
Psiquiatria. En segundo lugar, encontramos aquella medicacién correspondiente al
Sistema Digestivo y Metabolismo, presente en un 29.82% de los pacientes, cuyos

tratamientos implicaron al 9.86% de la poblacion estudiada.
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Un 20.08% de los pacientes estudiados presentaban medicacion del Sistema
Cardiovascular, representando un 8.25% de los tratamientos propuestos. A mayor
distancia, en un 11.28% y un 10.71% encontramos los siguientes grupos de medicacion,
clasificados como farmacos de la Sangre y Organos Hematopoyéticos, y los Preparados

Hormonales Sistémico (excluyendo las hormonas sexuales), respectivamente.

Asi mismo, en la Tabla 29, podemos observar los 25 farmacos mas prevalentes en
la poblacion estudiada. Estos 25 fdrmacos suponen un 50.84% de toda la medicacion
prescrita. De nuevo se observé que la mayor parte de ellos, un total de 21 pertenecen al
Sistema Nervioso, seguidos de la medicacién correspondiente a Sistema Digestivo y
Metabolismo, Preparados Hormonales Sistémicos excluyendo las hormonas sexuales y

Sistema Cardiovascular.

Por ultimo, en un grupo representativo de 210 pacientes se realizo una evaluacion
de las potenciales interacciones farmaco-fairmaco y farmaco-gen, cuyos resultados se
pueden observar en las Tablas 30 y 31 (176). Para estos pacientes se encontraron un total
de 956 prescripciones farmacoldgicas. El 45% de los pacientes contaban con 5 o mas

farmacos de forma concomitante en su prescripcion.

Para las interacciones farmaco-gen, los pacientes predecian tener en su mayoria
fenotipos metabolizadores deficiente, intermedio o ultrarrdpidos, y, por tanto,
presentaban una mayor probabilidad de toxicidad o de ineficacia del tratamiento. En total,
se identificaron 728 interacciones potenciales farmaco-gen de las cudles se seleccion6 la
medicacion prescrita con mayor frecuencia (Tabla 30). Por tltimo, para las interacciones
entre farmacos (Tabla 31), las rutas metabolicas fueron muy importante, dado que estos
mismos principios activos funcionaban como inhibidores, sustratos o inductores. Se

determinaron un total de 2030 posibles interacciones farmaco-farmaco.
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Tabla 28. Distribucion de los farmacos segin el codigo ATC/DDD 2023 (181).

Paci
- aclentes que presentan | e de firmacos
medicacion
- i - ’ b
- ) N ; N
- 4 h | )
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Tabla 29. Compendio de los 25 farmacos mas prevalentes en la poblacion estudiada.

PRINCIPIO ACTIVO J:]T)(C)) PEE:;;ZOI s;es (i:li(;lc),r-iept:ﬁiie
N 107 4,20
N 99 3,89
N 97 3,81
N 95 3,73
N 76 2,99
N 72 2,83
A 68 2,67
N 60 2,36
N 56 2,20
N 55 2,16
N 51 2,00
N 47 1,85
N 46 1,81
N 44 1,73
N 36 1,41
H 36 1,41
N 36 1,41
N 32 1,26
C 29 1,14
N 29 1,14
A 26 1,02
N 26 1,02
N 24 0,94
N 24 0,94
N 23 0,90
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Tabla 30. 20 medicaciones sugestivas de producir potenciales interacciones farmaco-gen en la
poblacion estudiada.

INTERACCIONES
FARMACO -GEN

53
47
42
37
34
33
33
24
24
20
20
19
18
15
15
15
15
13

11
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Tabla 31. 20 medicaciones sugestivas de potenciales interaccién farmaco-farmaco en la
poblacion estudiada.

INTERACCIONES
FARMACO-FARMACO

FARMACO

141

138

113

100

83

80

70

68

65

62

59

59

38

35

35

32

31

27

27

25
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En la Figura 29 se pueden observar las interacciones farmaco-gen y farmaco-

farmaco de las 10 prescripciones mas prevalentes en nuestra poblacion.
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Figura 29. Interacciones farmaco-farmaco y farmaco-gen de las prescripciones mas
prevalentes en la poblacion estudiada.

Por ultimo, se realizd6 una comparacion de las interacciones farmaco-farmaco y
farmaco-gen en funcion de cada una de las enzimas analizadas, como se observa en la

Figura 30.
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Figura 30. Interacciones potenciales farmaco-farmaco y farmaco gen en la poblacion
estudiada.

La comparacién de las interacciones farmaco-farmaco y las interacciones
farmaco-gen permitieron determinar el porcentaje de aquellas interacciones farmaco-
farmaco que podrian ser evitables en funcion del genotipo. En el caso de CYP344, la
mayoria de los individuos poseian genotipos que predecian un metabolismo eficiente. Sin
embargo, el genotipado de otros genes que codifican enzimas como CYP3AS5 y CYP2C19

desempefia un papel significativamente mas relevante en la prediccion de riesgo de

interacciones (p<0.001).
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IV.1.4. Motivo de la Solicitud del Estudio Farmacogenético.

El motivo de la solicitud del estudio farmacogenético fue especificado en 381 de
los que llegaron a la URE de Farmacogenética y Medicina de Precision , que corresponde

al 63.9% del total de pacientes.

De ellos, en relacion con el momento del estudio, es necesario destacar que 29 de
los pacientes objeto de estudio, (7.6%), fueron derivados a nuestro servicio antes de
comenzar el tratamiento. Asi mismo, 17 pacientes (4.5%) fueron incluidos en diferentes
proyectos de investigacion de las diferentes unidades de derivacion, destacando los

servicios de Farmacia y Hematologia

Finalmente, ademas de intervencion antes de comenzar el tratamiento y la
derivacion por parte de diferentes proyectos de investigacion, los motivos por los cuéles
los pacientes fueron derivados para estudio farmacogenético fueron la presencia de
efectos adversos y la ineficacia del tratamiento. En el primer grupo, de efectos adversos,
encontramos a 133 pacientes (34.9%), mientras que 202 (53.0%) sufrieron una ineficacia

o fracaso del tratamiento.

En la Figura 31 se puede observar como a lo largo del tiempo fue aumentando en
este tipo de estudios la inclusion de los pacientes antes de la prescripcion farmacolégica,
y disminuyendo levemente la inclusién por ineficacia de tratamiento. Sin embargo, cabe
destacar que la presencia de efectos adversos fue estable, con un ligero aumento en el afio

2020.
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Figura 31. Motivo de solicitud del estudio farmacogenético distribuido por afios.

Si analizamos el motivo de solicitud en funcion del sexo (194 hombres y 187
mujeres), como se observa en la Figura 32, el fracaso terapéutico o ineficacia del
tratamiento fue el motivo principal del estudio tanto en el caso de los hombres (58.8%)
como en el caso de las mujeres (47.1%). Por otra parte, la motivacion del estudio
farmacogenético por la presencia de efectos adversos fue bastante mas alta en el caso de
mujeres (78 mujeres, 41.7%) que en el caso de los hombres (55 hombres, 28.4%).
Finalmente, tanto en premedicacion como en el caso de los distintos proyectos, no
existian diferencias significativas entre hombres y mujeres a la hora de la solicitud

(p=0.056), como se puede observar en la Tabla 32.
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Tabla 32. Motivo de la solicitud de estudio farmacogenético en funcion del sexo.

MOTIVO DE LA SOLICITUD

55 (14.4%) 114 (29.9%) 16 (4.2%) 9 (2.4%)

- 78 (20.5%) 88 (23.1%) 13 (3.4%) 8 (2.1%)

i MOTIVO DE LA
120 SOLICITUD

M EFECTOS ADVERSOS
[ INEFICACIA DEL TTO
[CJPREMEDICACION
100 [ PROYECTOS

Recuento

Hombre Mujer

SEXO

Figura 32. Motivo de solicitud de estudio farmacogenético en funcion del sexo.

Al analizar el motivo de solicitud en funcion del servicio clinico de procedencia,
los datos no fueron equiparables, dado que, de los 381 pacientes, 271 procedieron de
psiquiatria, siendo dentro de este ultimo grupo ineficacia del tratamiento lo mas habitual
(167 pacientes, 61.6%), seguido de efectos adversos (78 pacientes, 28.8%),

premedicacion (25 pacientes, 9.2%) y proyectos (1 pacientes, 0.4%).
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IV.1.4.1. Motivo de Solicitud del Estudio Farmacogenético

por Servicio Clinico

En la Figura 33 podemos observar el porcentaje del motivo de solicitud de los 8

servicios que enviaron mas de 10 pacientes a la URE de Farmacogenética.

Psiquiatria Adultos
UTCA

Psiquiatria Infantil
Hematologia
Toxicologia

Laboratorio

2gggw 6162 9,23 037

35,71

Alergia
Farmacia |INESISSENNS0 770 53,85
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
m Efectos Adversos  m Ineficacia del tratamiento  m Premedicacion Proyectos

Figura 33. Porcentaje del motivo de solicitud de los pacientes de cada servicio clinico con
mas de 10 pacientes remitidos a la URE de Farmacogenética.

Se pueden observar diferencias significativas entre los motivos de solicitud

(p<0.0001), como Toxicologia, Alergia, UTCA y psiquiatria infanto-juvenil, en los cuéles

alrededor de un 60% de los pacientes fueron derivados por efectos adversos, frente al

laboratorio y psiquiatria de adultos, cuyo primer motivo de derivacion fue la ineficacia

del tratamiento. Por tltimo, tanto hematologia como farmacia tenian un porcentaje no

desdefiable de derivacion procedente de inclusion de sus pacientes en nuevos proyectos.
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IV.2. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS
FARMACOGENETICO

En la parte experimental de este trabajo se han llevado a cabo mas de 4.000
determinaciones farmacogenéticas, con el objetivo de caracterizar el genotipo y poder
predecir el fenotipo metabolizador de cada una de las enzimas analizadas en cada uno de

los pacientes.

La amplia mayoria de los genes analizados corresponden a la superfamilia del
citocromo P450, debido a su enorme implicacion en el metabolismo de los diferentes

farmacos.

Se pueden observar diferencias en el nimero de genes que se han caracterizado
en los distintos pacientes, dado que inicialmente se realizd un analisis farmacogenético
dirigido en funcidon de las enzimas de las vias de metabolizacion de la prescripcion
farmacologica que presentaba cada uno de esos pacientes. No obstante, a raiz de la
necesidad de conocer la prediccion del fenotipo metabolizador de los pacientes de forma
previa a la prescripcion de un tratamiento, y a la adquisicion de nuevos equipos por parte
de la Unidad de Farmacogenética, se ha elaborado un panel de genes que son analizados
conjuntamente por medio de espectrometria de masas, en conjunto con otras técnicas
como PCR en tiempo real si es necesario, en todos los pacientes. En este panel, los genes
que se han analizado en el presente trabajo son los codificantes de las enzimas CYP1A2,

CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, CYP3AS5 y ABCBI.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para cada uno de estos

genes:
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IV.2.1. CYPIA42

En este gen se llevaron a cabo 412 caracterizaciones farmacogenéticas. De ellas,
341 (82.8%) pertenecieron a pacientes cuya prediccion metabolizadora fue altamente
inducible, mientras que 68 (16.5%) fueron eficientes, y Unicamente 3 pacientes fue
metabolizador intermedio, no existiendo metabolizadores deficientes entre los pacientes

analizados.

En la Tabla 33 y en la Figura 34 se puede observar la distribucion del haplotipo
en funcion de las variantes analizadas, siendo su transposicion fenotipica la mostrada en

la Figura 35.

Tabla 33. Haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYPIA2.

Haplotipo l\i:::izl;;;e % Fenotipo
*TA/*1A 16.5%
*1A/*1F 170 41.3% UL*
*1F/*1F 171 41.5% UL*
*1F/*1K 1 0.2% M
*1F/*1L 2 0.5% M

* Alelo de alta inducibilidad
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HAPLOTIPO CYP1AZ2
f<1%

m*1A/*1A m*1A/*1F m*1F/*1F m*1F/*1K *1F/*1L

Figura 34. Porcentaje de haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYPIA2.

FENOTIPO CYP1A2

mEF mIM mUL

Figura 35. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP142.
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IV.2.2. CYP2B6

De las 490 caracterizaciones que se llevaron a cabo, 247 pacientes (50.4%)
presentaban fenotipo metabolizador eficiente, mientras que 200 (40.8%) presentaban una
metabolizacion intermedia por la presencia de forma heterocigota de la variante
rs3745274 (*6). Por ultimo, 43 pacientes (8.8%) presentaron dicha variante en
homocigosis, lo que implica la prediccion de un fenotipo metabolizador deficiente, como

se puede observar en las Figuras 36 y 37.

HAPLOTIPO CYP2B6

m*1/*1 m*1/*6 m*6/*6

Figura 36. Porcentaje de haplotipo de los paceintes objeto de estudio para el gen CYP2B6.
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FENOTIPO CYP2B6

HMEF mIM mDEF

Figura 37. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP2B6.

Los resultados obtenidos concuerdan con las frecuencias encontradas en la
poblacion europea y en la poblacion global (198). El alelo *6 en nuestra poblacion se
encuentra en frecuencia 0.29, mientras que en la poblacion global es de 0.25 y en la

poblacion europea, 0.24 (198).

IV.2.3. CYP2C9

Para este gen, se llevaron a cabo 514 determinaciones farmacogenéticas. De ellas
311 (60.5%) implicaron la prediccion de un fenotipo metabolizador eficiente. Por otra
parte, 177 pacientes (34.4%) presentaron un fenotipo metabolizador intermedio, debido
a la presencia de variantes rs1799853 (*2) y rs1057910 (*3) de forma heterocigota en 124
y 53 pacientes respectivamente. Asi mismo, 26 pacientes (5.1%) presentaban un fenotipo
metabolizador deficiente por la presencia de las variantes rs1799853 (*2) y rs1057910
(*3) en homocigosis (13 y 2 pacientes respectivamente) o bien en heterocigosis
compuesta (*2/*3, 11 pacientes). Podemos observar estos resultados en las Figuras 38 y

39.
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HAPLOTIPO CYP2C9

B*1/*1 m*1/*2 *1/*3 m*2/*2 m*2/*3 m*3/*3

Figura 38. Porcentaje de haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP2C9.

FENOTIPO CYP2C9

m DEF mEF mIM

Figura 39. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP2C9.

Los resultados obtenidos para el gen CYP2C9 respecto al genotipo nos permite
conocer la frecuencia alélica en nuestra poblacion y compararla con aquella encontrada
en la poblacion tanto global como europea (198). Podemos observar los resultados

obtenidos en la Tabla 34.
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Tabla 34.Comparacion de frecuencias de los alelos analizados de CYP2C9 en nuestra poblacion
respecto a la poblacion global y a la poblacion europea.

Frecuencia . .
I Frecuencia Frecuencia
., Global Europea
poblacion
*2 rs1799853 0.16 0.10 0.12
CYP2C9
*3/*%18 rs1057910 0.07 0.06 0.07

IV.24. CYP2CI9

Para este gen se llevaron a cabo 549 caracterizaciones farmacogenéticas. De ellas,
146 (26.6%) correspondieron a pacientes cuya prediccion metabolizadora fue
ultrarrdpida, mientras que 260 (47.4%) fueron eficientes, 132 (24.0%), intermedias y

unicamente 11 pacientes (2.0%) resultaron metabolizadores deficientes.

En la Tabla 35 y en la Figura 40 se puede observar la distribucioén en funcion de

las variantes analizadas para el gen CYP2C19.

Tabla 35. Haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP2C19

Numero de

Haplotipo . FENOTIPO
pacientes
*1/*%1 260 47.4% EF
*1/%2 105 19.2% M
*1/%3 1 0.2% M
*1/*4 2 0.4% M
*1/%17 145 26.5% UL
*2/%2 11 2% DEF
*2/%17 24 4.4% M
*17/%17 1 0.2% UL
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HAPLOTIPO CYP2C19

.

| 4
<1%

B*1/*1 m*1/*17 wm*1/*2 *1/*3 m*1/*4 *17/*17 *2/*17 m*2/*2

Figura 40. Porcentaje de haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP2CI9.

Finalmente podemos observar el fenotipo de los pacientes objeto de estudio para

el gen CYP2C19 en la Figura 41.

FENOTIPO CYP2C19

mDEF mEF mIM mUL

Figura 41. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP2C19.
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Los resultados obtenidos para el gen CYP2C19 respecto al genotipo nos permite
conocer la frecuencia alélica en nuestra poblacion y compararla con aquella encontrada
en la poblacion tanto global como europea (198). Podemos observar los resultados

obtenidos en la Tabla 36.

Tabla 36. Comparacion de frecuencias de los alelos analizados de CYP2CI/9 en nuestra
poblacion respecto a la poblacion global y a la poblacion europea.

Frecuencia . .
S Frecuencia Frecuencia
., Global Europea
poblacion
*2 rs4244285 0.14 0.15 0.15
*3 rs4986893 0.001 0.007 0.006
CYP2CI19
*4 rs28399504 0.002 0.003 0.003
*17 rs12248560 0.16 0.22 0.23

IV.2.5. CYP2D6

Este gen es altamente polimorfo, por lo que se observan multiples perfiles
genotipicos. Si analizamos el fenotipo metabolizador encontramos que, de las 484
determinaciones llevadas a cabo, 252 (52.1%) fueron metabolizadores eficientes,
mientras que 194 (40.1%) metabolizadores intermedios, 26 (5.4%) fueron
metabolizadores deficientes y 11 (2.3%) correspondieron a metabolizadores
ultrarrapidos. Finalmente, en 1 de los casos no se pudo predecir la metabolizacién debido

a la falta de bibliografia sobre el efecto funcional de la variante caracterizada.

En la Figura 42 y la Tabla 37 podemos observar los haplotipos como resultado del

genotipado de los genes de los pacientes.
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Figura 42. Haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP2D6.

Finalmente podemos observar el fenotipo de los pacientes objeto de estudio para

el gen CYP2D6 en la Figura 43.

FENOTIPO CYP2D6
<1% - -

NEF mIM mDEF = m

Figura 43. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP2D6.
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Tabla 37. Haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP2DHaplotipo

Haplotipo Frecuencia = Porcentaje
*1/*1 75 15,5%
*1/*10 4 0.8%
*1/%2 95 19.6%
*1/%2 XN 4 0.8%
*1/%3 9 1.9%
*1/*35 1 0.2%
*1/*4 73 15.1%
*1/*41 10 2.1%
*1/%5 4 0.8%
*1/%6 5 1.0%
*1/%7 1 0.2%
*1/%9 10 2.1%
*10/*%12 1 0.2%
*10/*41 3N 1 0.2%
*17/%17 1 0.2%
*1XN/*6 1 0.2%
*2/*10 3 0.6%
*2/%17 1 0.2%
*2/%2 31 6.4%
*2/%3 5 1.0%
*2/%4 64 13.2%
*2/%4 XN 3 0.6%
*2/*41 6 1.2%
*2/*41 3N 1 0.2%
*2/%5 5 1.0%

Haplotipo Frecuencia = Porcentaje
*2/%6 3 0.6%
*2/%9 12 2.5%
*2/*9/XN 1 0.2%
*2A/*83- 1 0.2%
LIKE

*3/%4 1 0.2%
*3/%9 1 0.2%
*35/*%41 1 0.2%
*4/%10 3 0.6%
*4/%35 1 0.2%
*4/%4 20 4.1%
*4/*41 3 0.6%
*4/¥4XN 1 0.2%
*4/%5 1 0.2%
*4/%9 4 0.8%
*41/*%41 1 0.2%
*5/%5 2 0.4%
*5/%6 1 0.2%
*6/*41 1 0.2%
*6/*9 1 0.2%
*9/*41 1 0.2%
*9/%9 2 0.4%
3N 68/1/41 1 0.2%
4*%1/*4 5 1.0%
4*1/%5 2 0.4%
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Los resultados obtenidos para el gen CYP2D6 respecto al genotipo nos permite
conocer la frecuencia alélica de las variantes mas prevalentes en nuestra poblacion y
compararla con aquella encontrada en la poblacion europea (182), como se observa en la

Tabla 38.

Tabla 38. Comparacion de frecuencias de los alelos analizados de CYP2D6 en nuestra poblacion
respecto a la poblacion europea.

Frecuencia en nuestra

Frecuencia Europea

poblacion
*2 0.27 0.18
*3 0.02 0.02
*4 0.21 0.18
*6 0.012 0.011
CYP2D6 *7 0.001 0.0005
*9 0.035 0.027
*10 0.012 0.15
*12 0.001 0.0001
*41 0.03 0.09

IV.2.6. CYP344

Se realizaron 547 determinaciones faramacogenéticas para este gen, de las cuales,
490 (89.6%) correspondieron a metabolizadores eficientes, mientras que 50 (9.1%)
fueron metabolizadores intermedios, y 7 (1.3%) fueron reportados como metabolizadores

deficientes.
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En el anélisis de la distribucion genotipica, 490 pacientes fueron homocigotos no
mutados, mientras que la variante rs2740574 (*1B) estuvo presente en heterocigosis en
50 pacientes, y de forma homocigota en 3 pacientes. Asi mismo, la variante rs35599367
(*22) fue caracterizada en 4 pacientes en heterocigosis. Se pueden ver los resultados

obtenidos en las Figuras 44 y 45.

HAPLOTIPO CYP3A4

1o

m*1/*22 m*1A/*1A m*1A/*1B m*1B/*1B

Figura 44. Porcentaje de Haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP344.

FENOTIPO CYP3A4

mDEF mEF mIM

Figura 45. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP344.
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IV.2.7. CYP345

Las 538 caracterizaciones farmacogenéticas realizadas en este gen pusieron de
manifiesto una gran cantidad de pacientes metabolizadores deficientes para esta enzima,
en concreto 462 (86%). Asi mismo, 72 pacientes (13%) fueron metabolizadores
intermedios, y Unicamente 4 pacientes (1%) presentaron un fenotipo metabolizador

eficiente.

De aquellos pacientes que presentaban una ausencia total de la metabolizacion,
459 presentaban la variante rs776746 (*3) en homocigosis, y 3 pacientes la presentaban
en conjunto con la variante rs10264272 (*6). Asi mismo, otros 72 pacientes presentaban
la variante rs776746 (*3) en heterocigosis, implicando una disminucién de la

metabolizacion.

Se pueden observar los resultados obtenidos en las Figuras 46 y 47.

HAPLOTIPO CYP3A5

m*1/*1 m*1/*3 m*3/*3 m*3/*6

Figura 46. Porcentaje de Haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen CYP3A45.
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FENOTIPO CYP3A5

/B

mEF mIM mDEF

Figura 47. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
CYP345.

Los resultados obtenidos para los genes CYP344 y CYP3A5 respecto al genotipo
nos permite conocer la frecuencia alélica en nuestra poblacion y compararla con aquella
encontrada en la poblacion tanto global como europea (198). Podemos observar los

resultados obtenidos en la Tabla 39.

Tabla 39. Comparacion de frecuencias de los alelos analizados de CYP344y CYP3AS5 en nuestra
poblacion respecto a la poblacion global y a la poblacion europea.

Frecuencia . .
R Frecuencia Frecuencia
., Global Europea
poblacién
*1B 12740574 0.05 0.11 0.03
CYP3A44
*22 rs35599367 0.003 0.04 0.05
*3/*%10 rs776746 0.92 0.89 0.93
CYP345
*6 rs10264272 0.003 0.007 0.001
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IV.2.8. ABCBI

De las 525 caracterizaciones que se llevaron a cabo en este gen, 157 pacientes
(29.9%) presentaron fenotipo metabolizador eficiente, mientras que 258 (49.1%)
presentaron una metabolizacion intermedia por la presencia en heterocigosis de la
variante rs1045642. Por ultimo, 110 pacientes (21.0%) presentaron dicha variante en
homocigosis, lo que implica la prediccion de un fenotipo metabolizador deficiente.

Podemos ver los resultados obtenidos en las Figuras 48 y 49.

HAPLOTIPO ABCB1

mTT mCC mCT

Figura 48. Porcentaje de haplotipo de los pacientes objeto de estudio para el gen ABCBI.
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FENOTIPO ABCB1

mDEF mEF mIM

Figura 49. Porcentaje fenotipico de las variantes de los pacientes objeto de estudio del gen
ABCBI.

Los resultados obtenidos en nuestra poblacion muestrean que la variante
rs1045642 se encuentra en frecuencia 0.46, ligeramente inferior en comparacion con la

poblacion global (0.50) y en la poblacion europea (0.48) (198).
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IV.2.9. Fenotipos Metabolizadores

A modo de resumen, para cada uno de los genes analizados se muestra en la Tabla

40 el porcentaje de pacientes correspondiente a cada fenotipo metabolizador.

Tabla 40. Porcentaje de pacientes en funcion del tipo de metabolizacion de cada una de las

FENOTIPO METABOLIZADOR

(€]
=
N
8
o
7]
—_-
8
=
o
o
o
N
2]

- - 50.4% 40.8% 8.8%
- - 60.5% 34.4% 5.1%
- 27.9% 46.2% 23.9% 2%
- 2.3% 52.1% 40.1% 5.4%
- - 89.6% 9.1% 1.3%
- : 0.7% 13.4% 85.9%
- - 29.9% 49.1% 21%

*CYP1A2 es Altamente Inducible

**Un 0.2% de los pacientes analizados presentaba un fenotipo desconocido para la caracterizacion de

CYP2D6.

En todos los casos se analizaron los resultados obtenidos en funcion del sexo de
los pacientes, y en ninglin caso se detectaron diferencias significativas (p>0.364). Asi
mismo, se compararon los resultados obtenidos en funcidon del motivo de solicitud, donde

tampoco se han observado diferencias significativas (p=0.076).
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Segtn el gen analizado existen diferencias significativas (p<0.001) entre los
fenotipos metabolizadores, siendo destacable la alta inducibilidad de CYP1A42, fenotipo

eficiente de CYP3A44 y fenotipo deficiente de CYP3A45.

Por ultimo, se ha realizado una correlacion de los fenotipos obtenidos de los genes
CYP344 y CYP3A45. Se encontraron diferencias significativas (p<0.0001) en la
distribucion de la asociacion de los fenotipos de ambos genes, lo que permite una
asociacion de los resultados. Aquellos pacientes con fenotipo metabolizador eficiente
para CYP3A4 tienen mayores posibilidades de tener un fenotipo metabolizador deficiente
para CYP3AS, siendo esta la combinacion mas frecuente en nuestra poblacion de estudio

(442 pacientes de los 534 estudiados, un 82.77%).

IV.3. COMPARACION DE METODOS DE
CARACTERIZACION GENETICA

La caracterizacion de los distintos genes, en algunas ocasiones se realizd por
varios métodos distintos para un mismo paciente, lo que nos permitio emplear la
comparacion de resultados como un sistema de control de calidad de los procedimientos

empleados.

Cabe destacar que, del total de comparaciones realizadas, un muy alto porcentaje
fueron coincidentes (97%), frente a un 3% de discordancias, en su mayoria producidas

por mejora de la tecnologia utilizada en el genotipado.

A continuacion, se detalla para cada uno de los genes la comparacion entre los

resultados obtenidos mediante las distintas metodologias empleadas.
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IV.3.1. CYPIA2

De los 48 de los pacientes estudiados de forma duplicada, en el 95.8% de los casos
fueron concordantes, mientras que en dos casos se encontraron discordancias en los
resultados obtenidos. En este caso se estudiaron mds variantes por medio del segundo
método de estudio (MassArray) que por el primero (Lightcycler®480 System II), de forma
que los resultados obtenidos ni fueron concordantes, dado que inicialmente fueron
reportados como metabolizadores ultrarrdpidos, mientras que segun el nuevo genotipado,

estos pacientes presentarian una disminucion de la actividad enzimatica.

IV.3.2. CYP2B6

De los 64 pacientes comparados, un 96.9% fueron concordantes, y inicamente se
encontraron 2 resultados disconcordantes. En ambos casos, los pacientes fueron
reportados inicialmente por la Unidad de Referencia Especifica de Farmacogenética y
Medicina de Precision como metabolizadores intermedios por medio de Lightcycler®480
System II. Sin embargo, en la nueva caracterizaciéon farmacogenética por medio de
espectrometria de masas (MassArray), uno de los pacientes resultdé ser metabolizador
eficiente, mientras que el segundo paciente resultdé ser metabolizador deficiente al ser

homocigoto para la variante rs3745274 (*6).
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IV.3.3. CYP2C9

De las 78 comparaciones realizadas en este gen, unicamente se detectd un
resultado discordante. En este caso, fue debido a que la mutacion estudiada por segundo
método (MassArray) (rs7900194, *8) no fue estudiada con la primera aproximacion
(Lightcycler®480 System II). Esta variante predice una disminucion de la actividad

enzimatica.

IV.3.4. CYP2CI9

De las 98 comparaciones realizadas en este gen, en 4 pacientes se obtuvieron
resultados no concordantes al analizar las mismas variantes por métodos diferentes. En
dos de estos pacientes, clasificados inicialmente por Lightcycler®480 System II como
metabolizadores eficientes, se obtuvo en el segundo anélisis por MassArray un resultado
de metabolizador ultrarrapido, dada la existencia de la variante rs12248560 (*17) en
heterocigosis. En un tercer paciente ya reportado como metabolizador ultrarrapido
heterocigoto, resultd ser homocigoto, no variando su fenotipo. Finalmente, un ultimo
paciente reportado como metabolizador intermedio Unicamente con una mutacion
154244285 (*2), con el segundo genotipado también presentaba una mutacion rs12248560
(*17), lo cual tampoco produjo ninguna variacion en la funcién enzimatica final del

paciente.
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IV.3.5. CYP2D6

En el caso de este gen, la comparacion de los resultados resulta mas compleja, ya
que en los dos métodos empleados se analizaron distintas mutaciones, y se trata de un gen

que puede presentar una gran cantidad de variantes.

Sin embargo, de las 97 comparaciones realizadas, 91 de ellas (93.8%) fueron
concoordantes, difiriendo unicamente los resultados obtenidos en 8 pacientes. Sin
embargo, estel cambio del genotipo final inicamente ha conllevado un cambio fenotipico
en dos de los pacientes. En uno de ellos pas6 de ser determinado como metabolizador
eficiente a metabolizador intermedio, y el otro de los pacientes de la forma contraria, paso

de ser considerado metabolizador intermedio a metabolizador eficiente.

En el caso del genotipado de esa nuestra, no podemos descartar si la causa ha sido
un error en las técnicas precedentes o ha existido problema preanalitico en el manejo de

las mismas.

IV.3.6. CYP3A44

En este gen se compararon los resultados obtenidos de 97 pacientes distintos. Se
encontraron 9 diferencias a la hora del reporte de los resultados. No obstante, cabe sefialar
que en este caso los dos métodos empleados (Lightcycler®480 System II y MassArray)
analizaron distintas variantes. Asi, en primera instancia se analiz6 la presencia de la
mutacion 1s2740574 (*1B), y en un segundo genotipado, se estudido la mutacion

1s35599367 (*22), por lo que las discordancias pueden ser debidas a este motivo.
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IV.3.7. CYP345

En este gen se realizaron 93 comparaciones, de las cudles inicamente un paciente
obtuvo resultados diferentes. Mientras que inicialmente fue reportado como
metabolizador intermedio por el primer método (Lightcycler®480 System II) al ser
heterocigoto para la variante rs776746 (*3), en un segundo genotipado por medio de
espectrometria de masas (MassArray) se confirm6 la presencia de dicha mutacion en
homocigosis, variando el fenotipo de metabolizador intermedio a metabolizador

deficiente.

IV.3.8. ABCB1

En este gen se realizaron un total de 82 comparaciones, y inicamente se encontro
diferencias en un paciente. En el genotipado inicial por medio de Lightcycler®480
System I, dicho paciente fue reportado como metabolizador intermedio por la presencia
de una mutacién rs1045642. Sin embargo, en el segundo andlisis por espectrometria de
masas, el paciente fue caracterizado como metabolizador eficiente para esta proteina

transportadora al presentar dicha variante en homocigosis.
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Finalmente, de las 657 repeticiones realizadas Unicamente se han identificado
discordancias en el 3.9%. En su amplia mayoria pueden ser debidas a mejoras tecnologicas
que han permitido el genotipado de un mayor nimero de variantes. Por ultimo, en tres
casos puede deberse a un posible error de transcripcidn, y en un caso no se ha encontrado

la trazabilidad del registro.

Podemos observar el porcentaje de pacientes discordantes y el numero de

pacientes discordantes en las Figuras 50 y 51.
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Figura 50. Porcentaje de casos discordantes entre los métodos de estudio en funcién del gen.
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Figura 51. Numero de pacientes cuyo resultado resultd discordante en funcion del gen objeto

de estudio.
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IV.4. ANALISIS DE VARIANTES ESTRUCTURALES
DE CYP2D6

Teniendo en cuenta la amplia homologia que comparten los genes CYP2D6,
CYP2D7y CYP2DS8, y tras realizar una busqueda bibliografica sobre la situacion actual
al respecto de los hibridos existentes en estos genes, se decidiod trabajar sobre una muestra
de individuos remitidos al Centre de Biologie Pathologie Pierre-Marie Degand, Centre

Hospitalaire Universitaire de Lille, France.

Una vez recogida toda la informacién y tras el disefio de los cebadores
correspondientes, se seleccionaron 6 pacientes representativos, informados como no
hibridos pero con resultados no concluyentes, y se comprobd la amplificacion de los
fragmentos de ambos genes por medio de PCR (Figura 52). En 4 de los pacientes se puede
observar tanto CYP2D6 como CYP2D7, mientras que en dos de ellos unicamente se
observa CYP2D6. En ninguno de los casos se identificé una forma hibrida por este

método.

¢ afo 2 IR E D Rl D A Al D53 A 150, 3.4.C
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Pacientel Paciente2 Paciente 3" Paciente4 Paciente 5 Paciente 6

Figura 52. Resultados obtenidos de las amplificaciones de las muestras correspondientes a 6
pacientes. C=control, 1 = Primer Forward CYP2D6-Primer Reverse CYP2D6. 2 = Primer
Forward CYP2D7-Primer Reverse CYP2D7. 3 = Primer Forward CYP2D6-Primer Reverse

CYP2D7. 4 = Primer Forward CYP2D7-Primer Reverse CYP2D6.
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V.1. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS
CLINICO - BIOLOGICAS

V.1.1. Distribucion por Edad y Sexo

Uno de los objetivos principales del presente estudio fue la revision de las
caracteristicas clinico — biologicas de los pacientes remitidos para estudio
farmacogenético a la URE de nuestro hospital, asi como de las caracteristicas especificas

de la prescripcion farmacoldgica de cada uno ellos.

Inicialmente no se encontraron diferencias en funcion del sexo ni la edad, siendo
la media alrededor de los 45 afios, edad poco superior a la mitad de la esperanza de vida
en nuestro pais, que ronda los 85 afios en mujeres y los 79.5 afios en el caso de los hombres
(199). La incidencia de los estudios farmacogenéticos fue ligeramente superior en

mujeres, sin que esto conllevase una diferencia significativa.

Si bien se conoce que tanto la polimedicaciéon como la aparicién de efectos
adversos aumenta con la edad, especialmente por encima de los 65 afios (169), la media
de edad de nuestra poblacion fue inferior, pero existiendo en ellos una importante
incidencia de polimedicacion. Esto puede deberse tanto al aumento de la esperanza de
vida, como a la mayor supervivencia de pacientes jovenes con condiciones muy
complejas de salud (200), y a la posibilidad de cuidados subespecializados sin integracion
por parte de un médico de familia que permita un mejor control de la medicacién (201).
En cualquier caso, este resultado nos indica que una edad inferior a 65 afos no debe ser
un criterio de exclusion para la realizacion de los estudios farmacogenéticos en modelo

de polimedicacion
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V.1.2. Servicio Clinico de Procedencia

Es bien conocido que la polifarmacia resulta un riesgo para la aparicion de
reacciones adversas a la medicacion. La farmacogenética es, en la actualidad, una gran
herramienta que permite a los facultativos mejorar la gestion de la prescripcion de la
medicacion, mediante la identificacion de potenciales interacciones. Sin embargo, esta

herramienta no se usa de manera habitual en la mayoria de servicios clinicos (202).

Aquellos servicios con mayor numero de pacientes polimedicados, presentan
mayor potencial para beneficiarse de este tipo de estudios, tanto de forma previa a la toma
de decisiones respecto al tratamiento como de forma posterior a la aparicion de efectos

adversos indeseados o a ineficacia de la medicacion.

En nuestro estudio, el servicio de Psiquiatria fue claramente el que mayor nimero
de pacientes aportd, acumulando tres cuartas partes de los pacientes objeto de estudio.
Una mayor familiarizacion de los facultativos acerca de la posibilidad de este abordaje
clinico, asi como ser una de las especialidades mas propensas a la polimedicacion
favorecen este hecho (203-205). Existen numerosos trabajos de investigacion que
sustentan que la utilizacion previa de los resultados farmacogenéticos para la eleccion del
tratamiento, ademas de la eleccion de nuevos farmacos en casos de aparicion de efectos
adversos, mejora los resultados obtenidos con la medicaciéon a largo plazo en pacientes

con patologias psiquiatricas (206).
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Sin embargo, no todos los profesionales de todas las especialidades estan
familiarizados actualmente con estas técnicas, aunque muchos de ellos tienen una actitud
positiva que permite ser optimistas acerca de los beneficios que la Farmacogenética puede
reportar en la prescripcion de medicacion en un futuro, al reducir la probabilidad de la
existencia de potenciales efectos adversos. Para ello, es necesario un mayor conocimiento
por parte de los facultativos acerca de las posibilidades que les brinda esta herramienta

(207).

Otros servicios con gran numero de pacientes polimedicados, como Hematologia
(208) o Toxicologia aportaron también un gran nimero de pacientes a nuestro estudio.
Sin embargo, cabe destacar que uno de los servicios que en principio mas podria
beneficiarse de este tipo de andlisis por los graves inconvenientes que producen los
efectos adversos que conlleva el tipo de medicacion mas ampliamente utilizado, y la gran
cantidad de farmacos utilizados de forma concomitante (209), como es el servicio de

Oncologia (210), remitié un namero escaso de pacientes a nuestra unidad.

Dentro del ambito oncologico, es bien conocido desde hace afios que los
tratamientos son susceptibles de producir respuesta en algunos pacientes y de ser
refractarios en otros. Una de las causas conocidas es la diferencia de la metabolizacion
de farmacos. Como ejemplo esta el tratamiento con Tamoxifeno, utilizado desde hace
mas de tres décadas en el tratamiento de cancer de mama, siendo este uno de los mas

prevalentes en la sociedad actual (211).

Desde hace ya un par de décadas el desarrollo de la farmacogenética ha ido
aumentando progresivamente en este campo (212), lo que ha permitido mejorar la
respuesta a los farmacos quimioterapicos, gracias a la disminucion de la aparicion de
efectos adversos, debido, en parte, al estrecho indice terapéutico de estas terapias, asi

como a la toxicidad intrinseca farmacologica (213,214).
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En la actualidad existen ciertos consensos de la Sociedad Espafiola de
Farmacogenética y Farmacogenomica junto con la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica que establecen la necesidad de genotipado de ciertos marcadores, entre los que
destaca el gen DPYD de forma previa a la terapia en aquellos pacientes candidatos al
tratamiento con Fluropirimidinas (215). Este tratamiento se utiliza como estrategia en
ciertos tumores solidos muy prevalentes, como cancer de mama, estobmago, cancer
colorrectal o pancreas. Sin embargo, el estudio de DPYD se realiza de forma
individualizada y estos pacientes aun no se analizan en el contexto de la polimedicacion
por lo que no han sido objeto de este estudio, dado que los facultativos de onocologia atin
no estan muy familiarizados con estrategias farmacogenéticas dirigidas en el contexto de

la polimedicacion.
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V.1.3. Momento y Motivo de la Realizacion del Estudio

Respecto al momento de la realizacion del estudio farmacogenético, es cierto que,
seglin avanzaba nuestro estudio, cada vez mas pacientes fueron derivados antes del inicio
de su tratamiento, pero la amplia mayoria de los pacientes fueron remitidos al Servicio

de Farmacogenética por aparicion de efectos adversos o ineficacia de tratamiento.

Pese al avance de la utilizacion de esta herramienta de genotipado previa a la
eleccion del tratamiento, aun no podemos considerar la situacion actual como ideal. La
farmacogenética proporciona informacion util que permite explicar la situacion
individual de cada uno de los pacientes, reforzando asi la necesidad de su implantacion y
la relevancia clinica de la aplicacion de la Medicina Personalizada de Precision en la
poblacion general. Por ello, es necesario tratar de realizar estos estudios de forma previa
al inicio del tratamiento, con el fin de disminuir la incidencia de efectos adversos evitables
en la poblacion. Esto puede tratar de llevarse a cabo no solo con la inclusion de este tipo
de estudios en las guias pertinentes, sino también con la ayuda de las instituciones
sanitarias, fomentando la formacion a los facultativos para que puedan conocer y tener en
cuenta esta herramienta antes de realizar una prescripcion farmacologica (207). Sin
embargo el tiempo de respuesta de los estudios farmacogenéticos sigue siendo un factor

determinante para solicitar el estudio después de la prescripcion.

En relacion con el motivo de solicitud merece destacar los efectos adversos en el
caso de especialidades como Alergia, Toxicologia o Psiquiatria Infanto-Juvenil, frente a
otras especialidades cuyo motivo de solicitud fue fundamentalmente la ineficiencia del

tratamiento.
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V.2. EVALUACION DE LA PRESCRIPCION
FARMACOLOGICA

En relacion con el segundo objetivo de nuestro trabajo, la media de prescripcion
de farmacos en nuestros pacientes fue de casi 5 farmacos por paciente, siendo ligeramente
superior en mujeres, sin reportar diferencias significativas. Teniendo en cuenta la edad
media de nuestros pacientes, ésta esta por encima de la media a nivel mundial, dado que

la polimedicacion aumenta, sobre todo, por encima de los 65 afios (216).

Para la realizacion del estudio se ha utilizado la clasificacion ATC. Actualmente,
esta clasificacion esta progresando a pasos agigantados debido a su gran potencial para
predecir los efectos que puede ocasionar un nuevo farmaco a la hora de entrar en accion,

en términos de como puede afectar a multiples 6érganos y sistemas fisiologicos (217).

Por lo tanto, podemos encontrar varias categorias para clasificar los medicamentos
(181), como se puede observar en el Anexo 5. En este trabajo, existen varios
medicamentos para los cudles existe una doble o incluso triple clasificacion en funcioén
de los criterios ATC, por lo que para cada uno de estos farmacos se utilizo la nomenclatura
correspondiente al motivo de prescripcion médica. El resumen de los medicamentos

utilizados y su clasificacion lo podemos observar en el Anexo 6.

En nuestro estudio, en 9 de cada 10 pacientes se prescribieron farmacos del
Sistema Nervioso, hecho que concuerda con que la mayoria de los pacientes procediesen

de areas como Psiquiatria, donde este tipo de medicacion es ampliamente utilizado.

Asi mismo, los farmacos del Sistema Digestivo y Metabolismo y aquellos del
Sistema Cardiovascular implicaban también una gran parte de los pacientes estudiados,
1/3 y 1/5 respectivamente. Estas patologias son cada vez mas frecuentes en la poblacion

general debido al aumento de la esperanza de vida (218-220).

146



Dentro de los fArmacos mas utilizados por nuestros pacientes, cabe destacar que
entre los 10 mas usados hay cinco antipsicéticos atipicos de segunda generacion y tres
benzodiacepinas, ademas de un estabilizador del animo (también utilizado como
anticonvulsivo) como el Acido Valproico y un Inhibidor de la Bomba de Protones (IBP)

(Omeprazol).

En la actualidad, existe un aumento general en la utilizaciéon de medicacion
Benzodiacepinica (221), no solo de manera legal por un aumento de su prescripcion, sino
también como parte de drogas unida a otros compuestos como opioides. Todo ello
aumenta no solo el riesgo de sobredosis y dependencia de estos compuestos, sino también
el riesgo de verse involucrados en accidentes de diversa indole (222). Este aumento en el
uso de estas moléculas se vio especialmente favorecido por el incremento de problemas
de salud mental derivado de la pandemia COVID-19 (223). Asi mismo, el uso de esta
medicacion esta ampliamente extendido entre los usuarios de las residencias de ancianos,
con especial interés en nuestra Comunidad Autéonoma (224), por lo que resulta muy
relevante en nuestro estudio, dado que la implementacion de las técnicas de
farmacogenética en Castilla y Ledn aun no estéd totalmente extendida en todas las areas
de salud, si bien es una de las Comunidades Auténomas con mayor grado de

implementacion.

Respecto al uso de Antipsicoticos, se ha observado a lo largo del siglo XXI un
aumento generalizado de su uso en todo el mundo (225). Es conocido que el uso de estas
sustancias puede producir un aumento en ciertos factores de riesgo cardiovascular, siendo
los de mas alto riesgo dos de los mas utilizados por nuestros pacientes, Olanzapina y
Clozapina, y de riesgo medio, Quetiapina, Risperidona y Paliperidona, también muy
utilizados. Sin embargo, muchos de los pacientes no tienen una informacion ni
seguimiento especifico acerca de la posibilidad de aparicion de estos efectos adversos

(226,227).
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En nuestro estudio, dentro de los pacientes derivados de Psiquiatria, mas de un
60% presentan una ineficacia del tratamiento, siendo el doble de lo esperado respecto a

otros estudios (228).

Por ultimo, la comparacion de las interacciones farmaco-farmaco y las
interacciones fArmaco-gen permitieron determinar el porcentaje de aquellas interacciones
farmaco-farmaco que pueden ser evitables en funcion del genotipo. Identificamos el
Omeprazol como el farmaco con mas riesgo de interacciones entre fArmacos y con genes
seguido en el caso de las interacciones entre fArmacos por la Olanzapina y en el caso de
las interacciones con genes por la Quetiapina. Esto nos indica que se debe prestar especial

atencion en la situacion de polimedicacion que incluye especificamente estos farmacos

En el caso del gen CYP3A44, la mayoria de los individuos poseian genotipos que
predecian un metabolismo normal. Por otro lado, el genotipado de otros genes, como
CYP3A45 y CYP2C19, permitié contar con la informacidon necesaria para evitar un gran

porcentaje de las interacciones.

Por todo ello, es especialmente importante el uso de estrategias, como el SSPM
desarrollado en nuestro laboratorio, en la prescripcion de este tipo de terapéutica, dado
que su eficacia depende notablemente de la dosificacion y de la biodisponibilidad del
principio activo en cada uno de los pacientes implicados (229). En consecuencia, un
acercamiento a la Medicina Personalizada de Precision va a tener un mejor rendimiento

que una dosis estdndar como tratamiento.
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V.3. ANALISIS DEL PERFIL FARMACOGENETICO

Para poder llevar a cabo un buen andlisis del perfil Farmacogenético de los
pacientes, uno de los valores mas importantes es la seleccion adecuada de los marcadores

farmacogenéticos.

La identificacion de marcadores genéticos asociados a la respuesta de los
farmacos no implica en todas las ocasiones una prediccion clinica adecuada, y por ello es
necesario validar su utilidad, tanto clinica como analitica mediante test que permitan
detectar o predecir desordenes clinicos o fenotipicos asociados a un determinado
genotipo. Si bien esto puede parecer una tarea sencilla, la mayoria de las respuestas a los
farmacos son multifactoriales, y es necesario tener en cuenta mas de un parametro para

poder predecir el comportamiento de la medicacion de un paciente determinado.

El presente estudio nos ha permitido la validacion practica de marcadores con
relevancia clinica en la literatura, por la elevada incidencia de perfiles fenotipicos con

modificacion de actividad metabolizadora de farmacos.

Ademas del estudio farmacogenético, las diferentes agencias reguladoras de
medicamentos, como FDA (U.S. Food and Drugs Administration), CLIA (Clinical
Laboratory Improvement Amendments), EMA (European Medicines Agency) y AEMPS
(Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios), desempefian un papel
fundamental a la hora de recoger en ficha técnica algunos de los marcadores, haciendo

que su determinacion resulte obligacion de forma previa a su prescripcion.
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A todo ello, es necesario anadir el coste de la implementacion de dichos estudios
de forma previa a prescripcion farmacolédgica, de manera que exista una justificacion
clinica para su realizaciéon en la practica clinica habitual. Esta justificacion puede
realizarse inicialmente basado en el ahorro general que supone evitar la aparicion de

efectos adversos.

V.3.1. CYPIA2

Respecto a los alelos que hemos observado en nuestra poblacion, destaca
especialmente la mayor frecuencia del alelo *1A respecto a las poblaciones de
comparacion, tanto global como europea (198). Sin embargo, si comparamos con los
resultados obtenidos de otros estudios recientes, la frecuencia alélica en nuestra poblacion

es similar (230) respecto a este alelo.

Respecto a las frecuencias observadas en los alelos *1F, *1K y *1L, no se ha
podido establecer una comparativa con lo descrito en las bases poblacionales dado que
histéricamente se ha asignado el cambio -163C>A (rs762551) tnicamente al haplotipo
*1F. Sin embargo, este cambio también forma parte de otros haplotipos como el *1K
(231), entre otros, por lo que las frecuencias descritas obtenidas en base a este nico
cambio no describen de forma exacta el panorama metabolizador de la poblacion. Esto
pone de manifiesto la necesidad de incluir tecnologia capaz de analizar de forma conjunta

distintas combinaciones de variantes y asi poder discernir entre haplotipos.
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El genotipado del gen CYPIA2 tiene gran importancia social debido al tipo de
moléculas que interfieren o que son metabolizadas por medio de la enzima codificada por
este gen. Se trata de un gen altamente inducible, siendo el tabaco un potente inductor de
CYPIA2,y siendo esta una de las drogas legales mas consumidas en el mundo occidental,
el genotipado de este gen resulta imprescindible, especialmente a la hora de la

polimedicacion en pacientes fumadores.

Las interacciones del tabaco son ampliamente subestimadas en relacion con las
interacciones entre drogas, y el cese repentino de su consumo, como es el caso de una
hospitalizacion, puede afectar notablemente a la medicacion de los pacientes (232). De
igual manera, la utilizacion de cafeina (psicoactivo) también puede interferir en la
metabolizacion por medio de esta enzima (233,234), y se valora la relacion entre la toma
de café y la disfuncion renal, especialmente relevante en aquellos pacientes calificados

como metabolizadores deficientes (235).

Sin embargo, los efectos de CYP1A42 no solo estan relacionados con el tabaco,
sino también con la metabolizacion de farmacos ampliamente utilizados, como la
Clozapina en el ambito de la psiquiatria. En la actualidad se trabaja con la posibilidad de
que el genotipado de este gen podra ayudar notablemente a los médicos a prescribir la
dosificacion correcta de dicho farmaco de forma previa a la aparicion de efectos adversos

(236).

De los resultados obtenidos en nuestros pacientes destaca que mas de un 80% de
los pacientes poseen variantes que ocasionan un aumento de inducibilidad enzimatica, y
que casi todos los demas, metabolizan de forma eficiente, pero que apenas hay pacientes
que presenten una disminucion de la metabolizacion de los farmacos. Por tanto, en el caso
de nuestros pacientes, el acto de fumar influiria aumentando el metabolismo de cafeina

y de los farmacos que fuesen su sustrato.
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V.3.2. CYP2B6

Los resultados obtenidos para el gen CYP2B6 respecto al genotipo nos permite
conocer la frecuencia alélica en nuestra poblacion y compararla con aquella encontrada
en la poblacion tanto global como europea (198). En nuestra poblacion, el alelo *6
(rs3745274) se encuentra en frecuencia, ligeramente superior en comparacion con una

frecuencia encontrada tanto en la poblacion global como en la poblacion europea (198).

CYP2B6 es el tnico gen de la subfamilia CYP2B que codifica una enzima
funcional. Estd ampliamente expresado en el tejido hepatico, ademas de en otros tejidos
extrahepaticos (aparato digestivo, tejido renal, pulmones, e incluso en el tejido cerebral).
Es un gen altamente polimorfico, con mas de 45 alelos definidos por PharmVar, y existen
guias que permiten la interpretacion estandarizada de los distintos polimorfismos
caracterizados (83). En el caso de nuestros pacientes, la mitad de ellos presentaban
mutaciones de disminucion de actividad enzimatica, aunque Unicamente un 9% de forma

homocigota.

La caracterizacion genética de CYP2B6 resulta relevante a la hora de la
prescripcion de los Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de Serotonina (ISRS), al

igual que CYP2C19 (237).
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V.3.3. CYP2C9

La variante rs1799853 se encuentra en nuestra poblacion en una frecuencia
ligeramente superior al de la encontrada en otras poblaciones estudiadas, mientras que los
resultados obtenidos en el caso de la variante rs1057910 son concordantes con los de las

demas poblaciones estudiadas (tanto global como europea(198)).

CYP2(C9 representa aproximadamente el 50% de la expresion de la subfamilia
CYP2C (238), metabolizando cerca del 15% de los medicamentos correspondientes a toda

la subfamilia, que a su vez metaboliza el 20% del total de farmacos (239).

Nuestros resultados arrojan que casi un 40% de la poblacién posee algliin
polimorfismo responsable de una disminucion de actividad enzimatica, siendo un 5% de
ellos metabolizadores deficientes. Estos resultados pueden resultar de utilidad a la hora
de una mejor adecuacion de la prescripcion de gran cantidad de farmacos, entre los que
destacan los Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs), en los que se debe aconsejar una
disminucién de la dosificacion con el fin de prevenir la aparicion de efectos adversos
como hemorragias. Asi mismo, es necesario tener en cuenta que CYP2C9 no solo es
metabolizador de farmacos, sino también de ciertos compuestos endogenos, como
moléculas débilmente acidas o neutras, como antimalaricos y antidiabéticos orales,
ademas de moléculas altamente lipofilicas, como la mayoria de medicacion utilizada en
la clinica actual, por lo que su genotipado puede predecir el comportamiento fisiologico

(55).
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V.3.4. CYP2CI9

En la comparacion con los datos de nuestro entorno, mientras que la frecuencia
de 154986893 y 1528399504 se encuentra dentro de los margenes esperados, los resultados
obtenidos respecto a los rs4244285 y rs12248560 en nuestra poblacion son ligeramente
inferiores a lo esperado (198). Esto puede ser debido a la amplia variabilidad entre las

poblaciones (240), ya que desconocemos la procedencia étnica de nuestros pacientes.

La primera variante que implicaba una disminucion del metabolismo por parte de
la enzima CYP2C19 (CYP2C19%*2) fue descrita en junio de 1994 (241), identificandose
posteriormente otras variantes con el mismo resultado. Asi mismo, existe una variante
que produce un aumento de funcion enzimatica (CYP2C19*17)y, por tanto, a un aumento
de la metabolizacién de farmacos (242). Desde el afio 2000 existe una nomenclatura
sistematica que permite la estandarizacion de la interpretacion de los resultados de
genotipado (243), y se va actualizando con asiduidad, incluso incluyendo en ficha técnica
de varios medicamentos la evidencia cientifica al respecto, destacando el Clopidogrel

(107).

Nuestros resultados muestran una disparidad entre los pacientes estudiados,
siendo casi la mitad metabolizadores eficientes, un cuarto ultrarrapidos, y otro cuarto
presentando una disminucion de la actividad enzimatica, siendo deficientes inicamente
un 2% de los pacientes estudiados. La caracterizacion genética de CYP2C19 resulta
relevante a la hora de la prescripcion de los Inhibidores de la Recaptacion de Serotonina
(ISRS), al igual que CYP2B6 (237). Asi mismo, CYP2C19 contribuye al metabolismo de
otros farmacos, incluyendo antiagregantes como Clopidogrel (108) y Ticagrelol (244),
Inhibidores de la Bomba de Protones (IBP), Voriconazol, Antidepresivos y Diazepam
(Benzodiacepina), ademas de moléculas endogenas importantes, como Melatonina y
Progresterona (47), cuya metabolizacion puede llegar a tener implicaciones importantes

en la calidad de vida de los pacientes.
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V.3.5. CYP2D6

En términos generales, las frecuencias de todas las variantes encontradas en
nuestra poblacién coinciden con aquellas descritas en las poblaciones de comparacion, en

su mayoria mas proximas a aquellas frecuencias de poblacion europea (198).

Destaca la mayor frecuencia del alelo *2 respecto a la poblacion europea, pero si
observamos su prevalencia en el caso de otras poblaciones, como la americana (0.22),
América Latina (0.23) o centro asiaticos (0.27) podemos comprender los resultados de
nuestra poblacion, dado que esta también engloba poblacion migrante, especialmente de

estas zonas con mayor prevalencia (198).

En el caso del alelo *10 se encuentra en relacion con diversas patologias como el
Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) (245), siendo su genotipado

importante especialmente en el caso de los nifios.

CYP2D6 es responsable del metabolismo de aproximadamente el 20% de la
medicacion utilizada (246), existiendo una innumerable variabilidad interindividual,
debido en gran parte a su alto polimorfismo y complejidad de interpretacion de los

resultados, resultando asi uno de los genes claves en farmacogenética (193,194).

En nuestro estudio, la mitad de los pacientes presentaron metabolizacion eficiente
respecto a esta enzima. Sin embargo, hemos identificado que la mayoria de los genotipos
detectados asociados a modificaciones en la actividad de la enzima corresponden al
fenotipo metabolizador intermedio. Esto plantea una cuestion importante en relacion a su
expresion final, dado que en ocasiones los patrones intermedios se comportan como
deficientes, sobre todo cuando los farmacos que se prescriben se combinan con farmacos

inhibidores de CYP2D6, dado lugar a un efecto fenocopia (247).
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El estudio de este gen esta especialmente indicado en pacientes psiquiatricos
diagnosticados de trastorno bipolar (247), en los que se plantea la inclusion de farmacos
ISRS en su terapéutica (248). Asi mismo, dentro del campo de la psiquiatria, CYP2D6
esta ampliamente relacionado con la metabolizacion de la Risperidona, el antipsicétipo
atipico de segunda generacion (pero con caracteristicas de primera generacion) mas
utilizado en Estados Unidos, y utilizado no solo en el tratamiento del trastorno bipolar,
sino en diagnosticos como esquizofrenia, demencia severa e irritabilidad por trastorno del
espectro del autismo (249). Todas ellas también son susceptibles de ser tratadas por medio
de nuevos antipsicdticos, como Aripiprazol, que también incluye sindrome de Tourette,
teniendo este un mecanismo de accion diferente al resto de antipsicoticos atipicos, al ser
este un agonista parcial (250). El Aripiprazol, ademas de ser metabolizado por CYP2D6,
también lo es por CYP3A44, siendo importante la adecuacion de la dosificacion al tipo de

metabolizacion de ambas enzimas (251).

Por ultimo, tanto este gen, CYP2D6, como CYP2C19 son objeto de estudio actual
debido a su gran polimorfismo y al aumento de la migracion de la poblacion, cuyos
tratamientos dependen del genotipado en funcidn de su herencia étnica, especialmente en

lo referente a medicacion psiquiatrica (252).
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V.3.6. CYP344 'y CYP3A5

En el caso de CYP3A44, los resultados obtenidos de la comparacién con poblacion
de nuestro entorno respecto a la variante rs2740574 concuerdan con la frecuencia de la
poblacion europea, siendo inferiores a aquellos obtenidos en la poblacion global (198).
Por otra parte, los resultados de la variante rs35599367 son ligeramente inferiores en

comparacion con la frecuencia de las otras poblaciones.

Por otra parte, en caso de CYP3A45, la frecuencia de las variantes rs776746 y
rs10264272 en nuestra poblacion se aproxima a la frecuencia obtenida en el resto de

poblaciones, especialmente a la frecuencia de la poblacion europea.

CYP3A44 es la isoforma mas estudiada de la subfamilia CYP3A del citocromo
P450, y predomina especialmente en el intestino delgado y en el higado, siendo

responsable de la amplia mayoria de las actividades metabdlicas de esta subfamilia (139).

En nuestra poblacion de estudio hemos determinado que casi el 90% de los
pacientes fueron metabolizadores eficientes, y unicamente un 1% fue homocigoto mutado

para una disminucién de actividad de la enzima.

Uno de los farmacos mas importantes dentro de la clinica psiquiatrica es el
Aripiprazol, siendo este metabolizado por CYPD6 y CYP3A4, como hemos expresado
previamente, por lo que la dosificacion ha de ser adecuada al tipo de metabolizacion de

ambas enzimas (250,251).
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Los resultados obtenidos en el genotipado de CYP345 demuestran que CYP3AS
es la enzima que presenta una mayor disminucién de actividad en nuestra poblacion,
afectando a mas del 99% de los individuos de este estudio. Mas del 85% resultaron ser
homocigotos mutados, implicando un importante déficit de metabolizacion de esta via,
haciéndola muy vulnerable en los estudios de interaccion farmacologica. Esto ha de ser
tenido en cuenta especialmente en aquellos pacientes en tratamiento prolongado con
corticoides, inmunosupresores y tratamiento quimioterapico, que se metabolizan

especialmente por esta via (253).

Destaca, por tanto, la gran diferencia de estas dos enzimas respecto a todas las
demas analizadas en este estudio, siendo CYP344 el gen con mayor porcentaje de
pacientes genotipados como metabolizadores eficientes, y CYP345 el gen con mayor
porcentaje de pacientes genotipados como metabolizadores deficientes. En muchas
ocasiones estas dos enzimas participan en la metabolizacion de un fairmaco de forma
concomitante (254), por lo que las mutaciones en homocigosis que predicen una
disminucién de actividad enziméatica de CYP3 A4 cobran especial relevancia cuando estan
presentes. Asi mismo, en ocasiones se suplen por ese minimo porcentaje de pacientes que

son metabolizadores eficientes para CYP345 (255).

Por tultimo, si bien el efecto funcional de los distintos polimorfismos de CYP3A45
estan bien descritas en la bibliografia, existiendo varias guias que permiten la
estandarizacion de los resultados (253), en el caso de CYP3A4 la literatura es mas escasa,

al igual que la disponibilidad de guias.
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V.3.7. ABCBI

Los resultados obtenidos para el gen ABCBI respecto al genotipo nos permite
conocer la frecuencia alélica en nuestra poblacion y compararla con aquella encontrada
en la poblacion tanto global como europea (198). En nuestra poblacion, la variante
rs1045642 se encuentra en frecuencia ligeramente inferior en comparacion con la

frecuencia encontrada tanto en la poblacién global como en la poblacion europea.

ABCBI, también denominado MDRI, es un transportador importante para la
eliminacion de los residuos acumulados en los hepatocitos (256). En el caso de nuestros
pacientes, un 60% presentan un genotipo asociado a disminucion de actividad de este
transportador. Esto resulta de especial relevancia dado que ABCB! es un transportador
presente en la metabolizacion de medicacion utilizada en diversas patologias, como
aquellas de dermatologia (psoriasis, artritis psoridsica, enfermedad de Behget, o liquen
plano) (257), aunque los estudios suelen centrarse en su implicacion con quimioterapicos
y agentes inmunomoduladores utilizados en tratamientos de cancer (258). La resistencia
a estos tratamientos anticancerigenos esta ampliamente relacionada con la disminucion

de actividad de ABCBI1 (258,259).

Asi mismo, también se asocia con la disminucion de respuesta al tratamiento con
otros farmacos, como corticoides, Metotrexato, Ciclosporina, Azatioprina,

antihistaminicos, antifungicos, Colchicina, Tacrolimus, Ivermectina, tetraciclinas etc.

Por ello resulta fundamental su genotipado en aquellos pacientes que van a ser
partidarios de la utilizacion de medicacion que utiliza este transportador, dado que su
déficit de actividad puede producir un acimulo de principio activo en el organismo,
especialmente en el Sistema Nervioso Central, siendo responsable de importantes efectos

adversos de caracteristicas neurologicas.

VNiVERSiDAD 159
P SALAMANCA



DiSCVSiON

V.4. COMPARACION DE RESULTADOS EN
FUNCION DEL METODO DE GENOTIPADO

En el estudio comparativo de las diferentes metodologias, un 97% de los
resultados fueron coincidentes, frente inicamente a 5 de los resultados (3%), que fueron
discordantes. En estos casos discordantes, en su mayoria, fueron producidos por una
mejoria de las tecnologias utilizadas en el genotipado, dado que en varias ocasiones el
numero de variantes estudiadas fue mayor en el segundo estudio, realizado afios mas
tarde. Esto pone de manifiesto las ventajas de la actualizacion de las técnicas

farmacogenéticas en el laboratorio, dado que es un area en constante desarrollo.

Ademas, dentro de estos casos discordantes, identificamos dos casos en los que
una de las técnicas no asignaba bien el genotipo, situacion que ha sido corregida
posteriormente por el proveedor. En 3 casos se produce por un error de transcripcion de
los resultados, lo que pone de manifiesto que la ausencia de automatizacion a través de
LIS (Sistema Informatico de Laboratorio) en los laboratorios de farmacogenética puede
suponer una fuente de error en el laboratorio. Finalmente, en el Gltimo caso se ha

producido una pérdida de trazabilidad de los resultados.

Dentro de aquellos pacientes cuyos resultados fueron discordantes, la mayoria
conllevo también un cambio fenotipico, ya fuese con una mejoria de la metabolizacion
como con un empeoramiento. Sin embargo, también encontramos pacientes que, a pesar
de conllevar un cambio genotipico, no produjo variacion en su fenotipo. Destacan
especialmente CYP344 y CYP2D6, cuyas enzimas son las encargadas de la
metabolizacion de muchos farmacos, especialmente aquellos implicados en

prescripciones psiquiatricas.
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Por ello, en aquellos pacientes cuyo fenotipo varid, se informo a los profesionales
sanitarios encargados de su tratamiento, con el fin de poder modificar en caso necesario
la prescripcion farmacoldgica, adaptandose a las nuevas circunstancias descritas para

cada uno de los pacientes.

En general, la secuenciacion genética de ultima generacion ha ido mejorando a
pasos agigantados en las ultimas décadas (260). Asi mismo, la accesibilidad a los paneles
genéticos es cada vez mas econdmica, lo que permite su implementacion clinica de forma
mas eficiente. En Espafia, el Ministerio de Sanidad y las autonomias han acordado
recientemente la actualizacion y ampliacion de la cartera de servicios en genética. Esta
novedad convertiria a Espafa en el primer pais europeo que normalice en el sistema

publico la utilizacion de la farmacogenética (261).

V.5. ANALISIS DE CNV

Es conocido que existen problemas en la caracterizacion genética de las variantes
estructurales, en especial CNVs e Hibridos, en parte porque los puntos de inicio y/o
finalizacion de esa variacion en las copias resulta en zonas de intrones o bien en zonas
intergénicas, lo que complica su caracterizacion por métodos de NGS (262). Esto produce
ciertas limitaciones en los algoritmos que permiten la deteccion de CNVs en los paneles

de genes que se utilizan en la actualidad (263).
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Esta problematica ha llevado a distintas empresas a desarrollar una nueva
herramienta denominada Cyrius (264), que permite mejorar la precision de la
secuenciacion de CYP2D6 frente a CYP2D7, aumentando hasta un 99.3% de exactitud en

los resultados obtenidos.

La distribucion de los exones e intrones en CYP2D6 para las amplificaciones que
se acercan a 1.25 nos hace plantear la posibilidad de que exista algin tipo de copia parcial
o a la inefectividad de las técnicas de andlisis (hecho no planteado anteriormente en el

servicio) y que, por tanto, se tratasen de pacientes hibridos no reportados.

En nuestro caso, para poder verificar la hipotesis realizada, tratamos de amplificar
las regiones especificas mediante PCR, revisando los ntiimeros de los nucle6tidos
diferenciales, asi como las posiciones especificas diferenciales en cada uno de los
hibridos. Esto permite realizar una primera aproximacion para la deteccion de pacientes
que inicialmente se informen como no hibridos pero que realmente son portadores de un

hibrido no reportado.

En caso de encontrar hibridos por medio de PCR, posteriormente se podria realizar
un estudio estadistico probabilistico que permitiese la deteccion de una forma mas precoz
e igualmente fiable. Debido a la limitacion temporal de la estancia, este planteamiento no
ha sido objeto de este estudio, pero consideramos que abre una importante via de
exploracion para futuros andlisis en la caracterizacion de estas complejas variantes

estructurales.

En cualquiera de los casos, es necesario un mayor desarrollo de las técnicas de
caracterizacion genética teniendo en cuenta la posibilidad de existencia de hibridos no

reportados por errores en la lectura en los paneles de NGS.
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V.6. RELEVANCIA CLINICO-SOCIAL DEL
ESTUDIO

Para la evaluacion de la relevancia clinica y social de los resultados obtenidos por
medio de la aplicacion de nuestro modelo SSPM, es necesario tener en cuenta que la edad
de la poblacién ha ido aumentando paulatinamente, por lo que los Sistemas Publicos de
Salud han tenido que modificar las distintas politicas de actuacion con el fin de poder
brindar una atencion de calidad actualizada y adecuada a las necesidades de esta
poblacion (265). La incidencia de patologias cronicas o pluripatologias aumenta con la
edad, lo que implica un aumento del uso de forma concomitante de varias medicaciones,
aumentando asi la prevalencia de polimedicacion en pacientes mayores, resultando ser

los pacientes mas complejos de tratar.

En el caso de Espafia, contamos con una de las esperanzas de vida mas altas del
planeta (266), lo que implica también un aumento de la pluripatologia y la polimedicacion
(267), siendo en muchas ocasiones causa de efectos adversos indeseados. Si bien la
polifarmacia en muchas ocasiones es indispensable y reduce tanto los sintomas como la
morbimortalidad dentro de los pacientes con varias patologias, la gran complejidad de los
mecanismos de accion de los farmacos, asi como las potenciales interacciones pueden

ocasionar efectos no deseados de la terapia utilizada (268).

Por ello, la implementacion de los estudios farmacogenéticos en la realidad clinica
tiene el potencial de mejorar el cuidado al paciente, reduciendo la cantidad de medicacioén
administrada que resulté inefectiva, asi como evitando la aparicion de efectos adversos a

los tratamientos (269).
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En este sentido, la utilizacion de esta herramienta SSPM de forma rutinaria en un
futuro permite la implementacion de estrategias especificas para cada uno de los pacientes
a tratar evitando asi la aparicion de ciertos efectos adversos (270). Con el paso del tiempo
hemos ido comprobando como cada vez se ampliaba la necesidad de estudios
farmacogenéticos con distintos fines, incluyendo la realizacion de nuevos proyectos por

parte de diferentes especialidades.

En definitiva, la implantacion de la Medicina Personalizada de Precision es uno
de los grandes retos no solo del futuro, sino del presente, y no solo de manera socio
econdmica, sino también en la formacién de los profesionales del ambito sanitario, por
medio de una ampliacion del conocimiento en ambitos como bioinformatica y biologia
de sistemas, permitiendo la aplicacidon de esta informacion en la practica asistencial de
forma rutinaria (176). Es importante la comunicacion del avance del tratamiento de los
pacientes, hecho que en la actualidad no se realiza con la asiduidad que deberia. Sin
embargo, un personal mas formado en el tema permitird una mayor sensibilizacion a la
hora de la necesidad de compartir los avances, no solo a los pacientes, sino también a los
profesionales encargados de hacer funcionar el sistema sanitario, con el fin de poder

brindar una mayor calidad asistencial.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran, por tanto, la gran variedad
genotipica de los pacientes analizados en diversos genes implicados en distintas rutas
metabolicas, lo cual pone de manifiesto la enorme perspectiva de futuro que tiene la

farmacogenética dentro del &mbito de la Genética Médica.
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Entre los perfiles de las especialidades clinicas que solicitan los estudios
farmacogenéticos, destaca la psiquiatria como una de las especialidades que mas

se beneficia de la aplicacion del modelo farmacogenético SSPM en sus pacientes.

El motivo de consulta de los estudios farmacogenéticos varia significativamente
segun las distintas especialidades lo que proporciona un enfoque diferencial en la

seleccion de los pacientes.

En nuestro estudio los problemas derivados de la polimedicacion se observan con
media de edad muy por debajo de los 65 afios lo que nos indica que la edad no
debe ser un factor limitante para el empleo de la farmacogenética en la

prescripcion terapéutica.

En el estudio de interacciones farmacogenéticas destacan el Omeprazol, la
Quetiapina y la Olanzapina con mayor potencial de riesgo, lo que se debe tener en

cuenta en regimenes de polimedicacion que incluyan esta prescripcion.

Los genes CYP345 y CYP2CI9 desempefian un papel significativamente
importante en la prediccion de riesgo de interacciones en regimenes de
polimedicacion. La elevada presencia de metabolizadores deficientes en estos

genes nos alerta de estos posibles riesgos.

La identificacion de un elevado niimero de metabolizadores intermedios en
CYP2D6 plantea el problema del riesgo de un comportamiento similar a los
metabolizadores deficientes debido al potencial efecto de fenoconversion en el
contexto de la polimedicacion. Esto es muy importante al ser un gen que codifica

una enzima responsable de la metabolizacion de mas del 20% de medicacion.
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La distribucién de las variantes de los genes analizados es similar a la de
poblaciones de nuestro entorno con discretas variaciones en los casos de variantes

especificas, especialmente de CYP2B6, CYP2C9y CYP2CI9.

Los resultados de nuestros estudios de comparacion ponen de manifiesto la
superioridad tecnologica de la Espectrometria de Masas, la importancia de
actualizar la metodologia farmacogenética del laboratorio para poder acompasarla
con la identificacion de nuevas variantes con repercusion clinica, y la necesidad
de introducir sistemas de informacion con incorporacion directa de resultados que

minimicen los riesgos de errores en la transcripcion manual de los mismos.

El anélisis de variantes estructurales de CYP2D6 nos permite una identificacion
preliminar de pacientes portadores de hibridos que no han sido detectados con
técnicas clasicas y subraya la necesidad de disponer de metodologia que nos

permita abordar la complejidad de estas variantes.

Por ultimo, la informacion proporcionada en este estudio revela la presencia de
un elevado porcentaje de pacientes portadores de variantes que predicen un
fenotipo con actividad no eficiente, asociados al alto grado de prescripcion y pone
de manifiesto la necesidad del empleo del modelo farmacogenético SSPM para

aumentar la seguridad de los pacientes.
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. Among the different profiles of clinical specialties that request pharmacogenetic
studies, Psychiatry stands out as one of the specialties that most benefits from

applying the 5SPM pharmacogenetic model in its patients.

The reason for consulting pharmacogenetic studies varies significantly according

to the specialties, providing a differential approach to patient selection.

In our study, the different problems derived from polypharmacy are observed with
an average age well below 65 years, which indicates that this should not be a

limiting factor for the use of pharmacogenetics in therapeutic prescription.

In the study of pharmacogenetic interactions, Omeprazole, Quetiapine and
Olanzapine stand out as having the most significant risk potential, which must be

taken into account in polypharmacy regimens that include this prescription.

CYP3AS and CYP2C19 genes play a significantly important role in predicting the
risk of interactions in polypharmacy regimens. The high presence of deficient

metabolizers in these genes alerts us to these possible risks.

The identification of a high number of intermediate metabolizers in CYP2D6
raises the problem of a potential behavior similar to poor metabolizers due to the
phenocopy risk derived from polypharmacy. A critical issue since it is a gene that
encodes an enzyme responsible for metabolizing more than 20% of prescribed

medication.

The distribution of the variants of the genes analyzed is similar to that of
populations in our environment with discrete variations in the cases of specific

variants, especially of CYP2B6, CYP2C9 and CYP2C19.
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The results of our comparison studies reveal the superiority of Mass
Spectrometry, the importance of updating the laboratory's pharmacogenetic
methodology to be able to match it with the identification of new variants with
clinical impact, and the need to introduce information systems with direct
dumping of results that minimize the risks of errors in the transcription of the

results.

The analysis of structural variants of CYP2D6 allows us a preliminary
identification of patients carrying hybrids that have not been detected with
classical techniques and highlights the need to have a methodology that allows us

to address the complexity of these variants.

Finally, the information provided in this study reveals the presence of a high
percentage of patients carrying variants that predict a phenotype with inefficient
activity, associated with a high degree of prescription, and highlights the need to

use the SSPM pharmacogenetic model to increase patient safety.
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ANEXO 1. COMPARATIVA DE LA SECUENCIA DE
CYP2D6 Y CYP2D7

Parameters not available for: +5/-4: -12/-2
Query: 29209.1.seq
1>>>2d6 4312 bp - 4312 nt
Library: 29209.2.seq
4409 residues in 1 sequences

Statistics: (shuffled [500]) MLE statistics: Lambda= 0.0229; K=0.004652
statistics sampled from 1 (1) to 500 sequences
Threshold: E() < 10 score: 397
Algorithm: Smith-Waterman (SSE2, Michael Farrar 2006) (7.2 Nov 2010)
Parameters: +5/-4 matrix (5:-4), open/ext: -12/-2
Scan time: 8.510

>>2d7 4415 bp (4409 nt)
Waterman-Eggert score: 19269; 643.4 bits; E(1) < 4e-187
94.0% identity (94.0% similar) in 4335 nt overlap (3-4312:37-4315)

10 20 30 40 50 60
2d6 GGAACTACCACATTGCTTTATTGTACATTAGAGCCTCTGGCTAGGGAGCAGGCTGGGGAC
247 GGAACTACCACATTGCTTTATTGTACATTAGAGCCTCTGGCTAGGGAGCAGGCTGGGGAC

40 50 60 70 80 90

70 80 90 100 110 120
2d6 TAGGTACCCCATTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGGCTCACCAGGA
247 TAGGTACCCCATTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCGTAGGGGGATGGGGTCACCAG— A

100 110 120 130 140 150
130 140 150 160 170 180

2d6 AAGCAAA-GACACCATGGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCCAGTGGGCACCGAGAAGCTGAAG

247 AAGCTGACGACACGAGAGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCCGGCGGCCACGGAGAAGCTGAAG
160 170 180 190 200 210
190 200 210 220 230 240
2d6 TGCTGCAGCAGGGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCCATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGAGG
247 TGCTGCAGCAGGGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCCATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGAGG
220 230 240 250 260 270
250 260 270 280 290 300
2d6 CATGCACGGCGGCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGGCTCCTGGGTGATAC
247 CATGCACGGCGGCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGGCTCCTGGGTGATAC
280 290 300 310 320 330
310 320 330 340 350 360
2d6 CCCTGCAAGACTCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGAGA
247 CCCTGCAAGACTCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGAGA
340 350 360 370 380 390
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2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

208

370 380 390 400 410 420
AAGGCAGGAAGGCCTCCGGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGGGT

AAGGCAGGAAGGCCTCCGGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGGGT
400 410 420 430 440 450

430 440 450 460 470 480
GGAAGCGGAAGGGCTTCTCCCAGACGGCCTCATCCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGTGA

GGAAGCGGAAGGGCTTCTTCCAGACGGCCTCATCCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGTGA
460 470 480 490 500 510

490 500 510 520 530 540
TGAGTGTCGTTCCCTGGGCAGGAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGATGC

TGAGTGTCGTTCCCTGGGCAGGAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGATGC
520 530 540 550 560 570

550 560 570 580 590 600
TGGGACCCCTGCCACCAAACACACGGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACTCT

TGGGACCCCTGCCACCAAACACACGGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACTCT
580 590 600 610 620 630

610 620 630 640 650 660
GTCAACTAGTCCTGCGCCCGAGAAGCTCCACAGTACCCTCTCCGACCCCACAGCAGGGCG

GTCAACTAGTCCTGCGCCCGAGAAGCTCCACAGTACCCTCTCCGACCCCACAGCAGGGCG
640 650 660 670 680 690

670 680 690 700 710 720
CAGTCACACCTCTCAGAGGCACCCACACTGCCCCCTCTCCCTGCAGGCGTTGGGTCCTCC

CAGTCACACCTCTCAGAGGCACCCACACTGCCCCCTCTCCCTGCAGGCGCTGGGTCCTCC
700 710 720 730 740 750

730 740 750 760 770 780
AACATTCTGGCAGGTCCTGGTTTGTCT-CCCCACTAGACGGGGGCTCTGGATGGACAGGC

AACATTCTGGCAGGTCCTGATTTGTCTTCCCCACTAGACGGGGGCTCTGGATGGACAGGC
760 770 780 790 800 810

790 800 810 820 830 840
CAGCCCTGCCTATACTCTGGACCCCCCACCCAAGTGGGGACAGTCAGTGTGGTGGCATTG

CAGCCCTGCCTATACTCTGGACCCCCCATCCAAGCGGGGACAGTCAGTGTGGTGGCATTG
820 830 840 850 860 870

850 860 870 880 890 900
AGGACTAGGTGGCCAGGGTTCCTAGAGTGGGCCCACCTGGCAGTAGCCATGCTGGGGCTA

AGGACTAGGTGGCCAGGGTTCCTAGAGTGGGCCCACCTGGCAGTAGCCATGCTGGGGCTA
880 890 900 910 920 930

910 920 930 940 950 960
TCACCAGGTGCTGGTGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGCGCCAGGCCTACCTTAGGGATGCG

TCACCAGGGGCTGGTGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGCGCCAGGCCTACCTTAGGGATGCG
940 950 960 970 980 990



2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

970 980 990 1000 1010 1020
GAAGCCCTGTACTTCGATGTCACGGGATGTCATATGGGTCACACCCAGGGGGACGATGTC

GAAGCCCTGTACTTCGATGTCACGGGATGTCATATGGGTCACACCCAGGGGGACGATGTC
1000 1010 1020 1030 1040 1050

1030 1040 1050 1060 1070 1080
CCCAAAGCGCTGCACCTCATGAATCACGGCAGTGGTGTAGGGCATGTGAGCCTGGTCACC

CCCAAAGTGCTGCACCTCGTGAATCACGGCAGTGGTGCAGGGCATGTGAGCCTGGTCACC
1060 1070 1080 1090 1100 1110

1090 1100 1110 1120 1130 1140
CATCTCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCACGTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGGCCTGG

CATCTCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCACGTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGGACTGG
1120 1130 1140 1150 1160 1170

1150 1160 1170 1180 1190 1200
ACAGACATGCGTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGGGTCCGGCCCTGACACTCCTTCT

ACAGACATGCGTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGG——===—————— ACACTC——TCC
1180 1190 1200 1210 1220
1210 1220 1230 1240 1250 1260

TGCCTCCTATGTTGGAGGAGGTCAGGCTTACAGGATCCTGGTCAAGCCTGTGCTTGGAGC

TTCCTCCTGTGTTGGAGGAAGTTAGGCTTACAGGAGCCTGGCCACGCCTGTGCTGGAAGC
1230 1240 1250 1260 1270 1280

1270 1280 1290 1300 1310 1320
CCCGGGTGTCCCAGCAAAGTTCATGGGCCCCCGCCTGTACCCTTCCTCCCTCGGCCCCTG

CCCGGGTGTCCCAGCTAAGCCCAGGGGCCCCCAGCTGTACCCTTCCTCCCTCAGTCCCTG
1290 1300 1310 1320 1330 1340

1330 1340 1350 1360 1370 1380
CACTGTTTCCCAGATGGGCTCACGCTGCACATCCGGATGTAGGATCATGAGCAGGAGGCC

CCTTGGGCCCCAGCTGGGCTCACGCTGCACATCCAGGTGTAGGATCATGAGCAGGAGGCC
1350 1360 1370 1380 1390 1400

1390 1400 1410 1420 1430 1440
CCAGGCCAGCGTGGTCGAGGTGGTCACCATCCCGGCAGAGAACAGGTCAGCCACCACTAT

CCAGGCCAGCGTGGTCGAGGTGGTCACCATCCCGGCAAGGAACAGGTTACCCACCACTAT
1410 1420 1430 1440 1450 1460

1450 1460 1470 1480 1490 1500
GCGCAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTCTCAGGGTTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCCGAG

GCGCAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTCTCAGGGCTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCCGAG
1470 1480 1490 1500 1510 1520

1510 1520 1530 1540 1550
AGCATACTC--GGGACAGAACGGGGTAGCCCCCAAATGACCTCCAATTCTGCACCTGTCA

AGGATACTCAGGGGATAGAACGGGGTAGCCCCCAAATGACCTCCAATTCTGCACCTGTCA
1530 1540 1550 1560 1570 1580
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247

210

1560 1570 1580 1590 1600 1610
GCCCAGATGCGGCTCGCCGGGTGATGCACTGGTCCAACCTTTTGCCCAGCCTCCCCTCAT

GCCCAGATGCGGCTCGCCGGGTGATGCACTGGTCCAACCTTTTGCCCAGCCTCCCCTCAT
1590 1600 1610 1620 1630 1640

1620 1630 1640 1650 1660 1670
TCCTCCTGGGACGCTCAACCCACCACCCTTGCCCCCCACCGTGGCAGCCACTCTCACCTT

TCCTCCTGGGACGTTCAACCCACCACCCTTGCCCCCCACCGTGGCAGCCACTCTCACCTT
1650 1660 1670 1680 1690 1700

1680 1690 1700 1710 1720 1730
CTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGGGGCTGGGCTGGGTCCCAGGT

CTCCTTCTTTGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGTGGCTGGGCTGGGTCCCAGGT
1710 1720 1730 1740 1750 1760

1740 1750 1760 1770 1780 1790
CATCCTGTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGCTGGGTCAGGAAAGCCTTTTGGAAGCGTAG

CATCCTGTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGCTGGGTCAGGAAAGCCTTTTGGAAGCGTAG
1770 1780 1790 1800 1810 1820

1800 1810 1820 1830 1840 1850
GACCTTGCCAGCCAGCGCTGGGATATGCAGGAGGACGGGGACAGCATTCAGCACCTACAC

GACCTTGCCAGCCAGCGCTGGGATGTGCGGGAGGACGGGGACAGCATTCAGCACCTACAC
1830 1840 1850 1860 1870 1880

1860 1870 1880 1890 1900 1910
CAGACAGAACGGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCACCTGGACAAGTCTCAGGC

CAGACAGAACGGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCACCTGGACCAGTCTCAGGC
1890 1900 1910 1920 1930 1940

1920 1930 1940 1950 1960 1970
CCCAGCCATCTCCAGGTAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCTTACCACTGACCTCACCAAGTC

CCCAGCCATCTCCAGGAAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCTTACCACTGACCTCACCAAGTC
1950 1960 1970 1980 1990 2000

1980 1990 2000 2010 2020 2030
CCTCCCCAAGTGCCAGCCTCCACCCTCTCTC--CTTGCCCAGAGGAGAAACCTAAAATCG

CCTCCCCAAGTGCCAGCCTCCACCCTCTCTCTCCTTGCCCAGAGGAGAAACCTAAAATCG
2010 2020 2030 2040 2050 2060

2040 2050 2060 2070 2080 2090
AAATCTCTGACGTGGATAGGAGGTACAGAGTCCTTGGCCTCTCCTGGTGCCCCCTGACCC

AAATCTCCAACGTGGAC- GGGGGTACAGAGTCCTTGGCCTCTCCTGGTGCCCCCTGACCC
2070 2080 2090 2100 2110 2120

2100 2110 2120 2130 2140 2150
GGGCACACCTCTCCCACGACCATGTCTGAGATGTCCCCTCCTCCTCCAGGCCCTTCTTAC

GGGCACACCTCTCCCACGACCATGTCTGAGATGTCCCCTCCTCCTCCAGGCCCTTCTTAC
2130 2140 2150 2160 2170 2180
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247

2d6

247

2d6
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2160 2170 2180 2190 2200 2210
AGTGGGGTCTCCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCCATCTATGCAAATCCTGCTCTTCCGAG

AGTGGGGTCTCCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCCATCTATGCAAATCCTGCCCTTCGGAG
2190 2200 2210 2220 2230 2240

2220 2230 2240 2250 2260 2270
GCCCCAGTCCAGCCCCGGCACCTCTCGGGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCTCGGTCTCTC

GCCCCAGTCCAGCCCCGGCACCTCTCAGGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCTCGGTCTCTC
2250 2260 2270 2280 2290 2300

2280 2290 2300 2310 2320 2330
GCTCCGCACCTCGCGCAGAAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGGTCCAG

GCTCCGCACCTCGCGCAGGAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGGTCCAG
2310 2320 2330 2340 2350 2360

2340 2350 2360 2370 2380 2390
CAGCCTGAGGAAGCGAGGGTCGTCGTACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAGGCGAT

CAGCCTGAGGAAGCGAGGGTCGTCGTACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAGGCGAT
2370 2380 2390 2400 2410 2420

2400 2410 2420 2430 2440 2450
CACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCCTGGGGGTGG

CACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGGCCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCCTGGGGGTGG
2430 2440 2450 2460 2470 2480

2460 2470 2480 2490 2500 2510
GAGATGCGGGTAAGGGGTCGCCTTCCCCGTCCCCCGCCTTCCCAGTTCCCGCTTTGTGCC

GAGATGCGGGTAAGGGGTTGCCTTCTCCGTCCCCCGCCTTCCCAGTTCCCGCTTTGTGCC
2490 2500 2510 2520 2530 2540

2520 2530 2540 2550 2560 2570
CTTCTGCCCATCACCCACCGGAGTGGTTGGCGAAGGCGGCACAAAGGCAGGCGGCCTCCT

CTTCTGCCCATCACCCACCGGCTTGGTCGGCGAAGGCGGCACAAAGGCAGGCGGCCTCCT
2550 2560 2570 2580 2590 2600

2580 2590 2600 2610 2620 2630
CGGTCACCCACTGCTCCAGCGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCGCAAGGTGGACALCGG

CGGTCACCCACTGCTCCAGCGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCGCAAGGTGGACALCGG
2610 2620 2630 2640 2650 2660

2640 2650 2660 2670 2680 2690
AGAAGCGCCTCTGCTCGCGCCACGCGGGCCCATAGCGCGCCAGGAACACCCCTGGGGGTG

AGAAGCGCCTCTGCTCGCGCCACGCGGGCCCATAGCGCGACAGGATCACCCCTGGGGGCG
2670 2680 2690 2700 2710 2720

2700 2710 2720 2730 2740 2750
GGACGGGCACGTGCGCGTGGCCATGAAGGCATTAGCCCCACCATCCACCACCCACTCCAA

GGACGGGCACGTGGGCGTTGCCATGAAGGCCTTGGCCCCACCCTCCGCCACCCACTCCAA
2730 2740 2750 2760 2770 2780
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2760 2770 2780 2790 2800 2810
2d6 CCCTAT-GCTCCCCCTGGTCTCCCGCAGTCCCTGGCTCTGTCCAGCTGGTCACAGGGCCC
247 CCCTGGCGCTCCACAAGGTCTCCCGCAGTCCCTAGCCCGGTCCAGCTGGGCACAGGGCCC
2790 2800 2810 2820 2830 2840
2820 2830 2840 2850 2860 2870

2d6 ACTCTTTGTGCATCCACCTTGCTCCCTTGGCTGGGGCAGGGCTTTGCCCCACCTCGTCTC

247 ACTCTTTGCTCACCCACATTGCTCCCCTGCCTGGGGCGGGGTTTGGCCCCACCTCGTCTC
2850 2860 2870 2880 2890 2900
2880 2890 2900 2910 2920 2930
2d6 TGCCCACCCTGACCGCCTTTGCACTCAGGGAAGACCCCGCGGGCCCCGCGCCACCCACAL
247 TGCCCACCCTGACCACCTTTCCACTCAAGGAAGATCCCGC————— CCGTCCCGCCCACAC
2910 2920 2930 2940 2950
2940 2950 2960 2970 2980 2990
2d6 TGAGCTTACAGCACAGGTGCGGTCCCCGCCCCC--CACTTCGACACCGGATTCCAGCTGG
247 TGAGCCCGCAGCATAGGCGCGGTCCCCGCCACCGCCACTTCGAC ————————————————
2960 2970 2980 2990 3000
3000 3010 3020 3030 3040 3050
2d6 GAAATGCGCCAGCCTCACCCATTGGGCTCCTGCCAGGTCTCGGCAGTGGCCCCGCCCACT
2d7  --=== GCATCAGCCTCGCCCACCGGGCTTCTGGCGGGTCTGGGCAGTAGCCCCGCCCCCT
3010 3020 3030 3040 3050
3060 3070 3080 3090 3100 3110
2d6 CGTCACAAGCCCCGCCCTCGTCCCCATGCTCACACCTCCCTAGTGCAGGTGGTTTCTTGG
247 C————CCAGCCCA ——————————— CAGACTCGCACCTCCCCCGTGCAGGTGGTTTCCTGG
3060 3070 3080 3090 3100
3120 3130 3140 3150 3160
2d6 CCCGCTGTCC————- CCACTCGCTGGCCT———————— GTTTCATGTCCACGACCCCGCGC
247 CCCACTGTCCTCAGCCCACTCGCTGGCCTTTATCTCTGTTTCACGTCCAGGACCCCACGC
3110 3120 3130 3140 3150 3160
3170 3180 3190 3200 3210
2d6 CCTCTCTGCCCAGCTCGGACTACGGTCATCACCCACCCGGGTCCCACGGAAAT-CTGTCT
247 CCTGTCGGCGCTGCTTGGGCTACGGTCACTGTCCACCCGGGGCCCACGGAAACGCGGTCT
3170 3180 3190 3200 3210 3220
3220 3230 3240 3250 3260 3270
2d6 CTGTCCCC-ACCGCTGCTTGCCTTGGGAACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGGGTGATGG
247 CTGTCCCCCACCGCCGCTTGCCTTGGGAACGCGGCCCGAAGCCCAGGACCTGGTAGATGG
3230 3240 3250 3260 3270 3280
3280 3290 3300 3310 3320 3330
2d6 GCACAGGCGGGCGGTCGGCGGTGTCCTCGCCGTGGGTCACCAGCGCCTCGCGCACGGLCG
247 GCGCAGGCGGGCGGTCGGCCGTGTCCTCGCCGCGGGTCACCATCGCCTCGCGCACGGCCG
3290 3300 3310 3320 3330 3340
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247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

3340 3350 3360 3370 3380 3390
CCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCGTCCAGGCCAGCTGCAGGCTGAACACGTCCCCGA

CCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCGTCCAGGCCAGCTGCAGGCTGAACACGTCCCCGA
3350 3360 3370 3380 3390 3400

3400 3410 3420 3430 3440 3450
AGCGGCGCCGCAACTGCAGAGGGAGGGTCAGGGCCTCTTGTCAAGCCAGGATCACCCCAG

AGCGGCGCCGCAACTGCAGAGGGAGGGTCAGGGCCTCTTGTCAAGCCAGGATCACCCCAG
3410 3420 3430 3440 3450 3460

3460 3470 3480 3490 3500 3510
ACTACAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTGGACGACCCCCGGGGCTACCAGGAGTGAGCA

ACTACAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTGGACGACCCCCGGGGCTACCAGGAGTGAGCA
3470 3480 3490 3500 3510 3520

3520 3530 3540 3550 3560 3570
GGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCTGATCGTGGGGCGGGGGTGGGGGTCACACCTTCTG

GGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCTGATCGTGGGGCGGGGGTGGGGGTCACACCTTCTG
3530 3540 3550 3560 3570 3580

3580 3590 3600 3610 3620 3630
TGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCCAGGTATGACCTTGCAAGAGTCACCAAAA

TGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCCAGGTATGACCTTGCAAGAGTCACCAAAA
3590 3600 3610 3620 3630 3640

3640 3650 3660 3670 3680 3690
TTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCCCAGATGATGGTCCATGCCGGTGAGCAGT

TTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCCCAGATGATGGTCCATGCCGGTGAGCAGT
3650 3660 3670 3680 3690 3700

3700 3710 3720 3730 3740 3750
GAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTGAACCGGGTCACTGCACCCCCTTCATCCT

GAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTGAACCGGGTCACTGCACCCCCTTCATCCT
3710 3720 3730 3740 3750 3760

3760 3770 3780 3790 3800 3810
CGATTTCGTGATTTAAACGGCACTCAGGACTAACTCATCTTCCATTCCCAAGGCCTTTCC

CGATTTCGTGATTTAAACGGCACTCAGGACTAACTCATCTTCCATTCCCAAGGCCTTTCC
3770 3780 3790 3800 3810 3820

3820 3830 3840 3850 3860 3870
TTCTGGTGTCAGCAGAAGGGACTTTGTACTCCATAACATATGTTGCCCAATGGGCTTGCA

TTCTGGTGTCAGCAGAAGGGACTTTGTACTCCATAACATATGTTGCCCAATGGGCTTGCA
3830 3840 3850 3860 3870 3880

3880 3890 3900 3910 3920 3930
TGCCCACTGCCAAGTCCAGCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTTTG

TGCCCACTGCCAAGTCCAGCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTTTG
3890 3900 3910 3920 3930 3940

T 73
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2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

2d6

247

214

3940 3950 3960 3970 3980 3990
GAAAATCCAGTCCTTCATGCCATGTATAAATGCCCTTCTCCAGGACGTCCCCCAAACCTG
GAAAATCCAGTCCTTCATGCCATGTATAAATGTCCTTCCCCAGGACGTCCCCCAAACCTG

3950 3960 3970 3980 3990 4000

4000 4010 4020 4030 4040 4050
CTTCCCCTTCTCAGCCTGGCTTCTGGTCCAGCCTGTGGTTTCACCCACCATCCATGTTTG
CTTCCCCTTCTCAGCCTGGCTTCTGATCCAGCCTGTGGTTTAACCCACCACCCATGTTTG

4010 4020 4030 4040 4050 4060

4060 4070 4080 4090 4100 4110
CTTCTGGTAGGGGAGCCTCAGCACCTCTGCCGCCCTCCAGGACCTCCTCCCTCACCTGGT
CTGGTGGTGGGGCATCCTCAGGACCTCTGCCGCCCTCCAGGACCTCCTCCCTCACCTGGT

4070 4080 4090 4100 4110 4120

4120 4130 4140 4150 4160 4170
CGAAGCAGTATGGTGTGTTCTGGAAGTCCACATGCAGCA-GGTTGCCCAGCCCGGGCAGT
CGAAGCAGTATGGTGTGTTCTGGAAGTCCACATGCAGCAAGGTTGCCCAGCCCGGGCAGT

4130 4140 4150 4160 4170 4180
4180 4190 4200 4210 4220 4230
GGCAGGGGGCCTGGTGGGTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGCCGGTGCATCAGGTCCACC
GGCAGGGGACCTGGCGGGTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGTGCCGGTGCATCAGGTCCACC
4190 4200 4210 4220 4230 4240
4240 4250 4260 4270 4280 4290
AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCACGGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGCCCCATACCT
AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCATGGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGCCCCATGGCT
4250 4260 4270 4280 4290 4300
4300 4310
GCCTCACTACCAAAT
GCCTCACTACCAACT
4310



ANEXOS

ANEXO 2. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS
OTORGADOS A LOS PACIENTES OBJETO DE

ESTUDIO

Mod.: 28.748 - 1* h

Informac

=
‘O
"y
o
©
N
"y

n yautor

io

Paseo de San Vicente, 58-182 37007 SALAMANCA Tel.: 291100 Fax: 291211

COMPLEJO ASISTENCIAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA
SERVICIO DE BIOQUIMICA CLINICA

PARA PRUEBAS GENETICAS Y MOLECULARES

Médico que informa del Servicio
Persona a quien informa (DNI)
Relacion con el paciente
Testimonio de la informacion (DNI)
Declaro estar informado y haber comprendido que (nombre del paciente o familiar):

puede estar afectado o ser portador de un trastorno genético y que el diagnéstico se basa en los
resultados de pruebas de laboratorio, las cuales se realizan a partir de muestras bioldgicas del
paciente, y de otros familiares cuando sea necesario.

1. Doy consentimiento al equipo médico del Hospital para utilizar estas muestras para el proceso
diagndstico, en el propio Hospital Universitario de Salamanca, Servicio de Bioquimica Clinica y/o
en centros designados por éste, siempre de acuerdo con las regulaciones y normas éticas vigentes.
O sl O NO

2. Doy consentimiento para el almacenamiento y conservacion de las muestras, para posibles
investigaciones futuras sobre la enfermedad genética, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

O si O NO

3. Doy consentimiento para la utilizacion de las muestras como poblacion control en otros estudios
cientificos dirigidos a mejorar el conocimiento de otras enfermedades genéticas, siempre de acuerdo
con las regulaciones y normas éticas vigentes.

O si O NO

Se me ha informado de que tengo derecho a decidir si quiero saber o no el resultado de las pruebas
realizadas, y tengo derecho a cambiar de opinién en el futuro. Actualmente,

[ SI deseo conocer el resultado en relacion a la patologia del paciente.

[0 NO deseo conocer el resultado en relacion a la patologia del paciente.

[J Sl deseo conocer el resultado en relacién a otras patologias.
[0 NO deseo conocer el resultado en relacion a otras patologias.

Lygar y fech’a:‘ Firma del paciente Firma del testigo
Firma del médico 0 persona responsable Relacion con el paciente
REVOCACION

He decidido revocar el consentimiento en los apartados: [J 1 a2 O 3

Lugar y fecha: Firma del paciente Firma del testigo
Firma del médico o persona responsable Relacion con el paciente

e ooy

Ejemplar para la Historia Clinica

. VNiVERSiDAD
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Etiqueta identificativa paciente
COMPLEJO Nombre/apellidos:
ASISTENCIAL £
UNIVERSITARID \ sacyl | 59 umnce DNL: NO S.S.:
B SALAMANCA Castillay Leén . I
No Ha.C.: Teléfono:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REA'LIZACI(')N DE PRUEBAS GENETICAS Y
_FARMACOGENETICAS i
SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS/BIOQUIMICA CLINICA

Médico que informa: del Servicio:

persona a quien informa (DNI): , relacion con el paciente:

Declaro estar informado y haber comprendido que:

Usted podria estar afectado o ser portador de una variante genética y que la informacion se basa
en los resultados de pruebas de laboratorio, las cuales se realizan a partir de muestras bioldgicas
del paciente, y de otros familiares cuando sea necesario.

1. Doy consentimiento al equipo médico del Hospital para utilizar estas muestras para el proceso
asistencial, en el propio Hospital Universitario de Salamanca, Servicio de Analisis Clinicos y
Bioquimica Clinica y/o en centros designados por éste, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

SI NO

2. Doy consentimiento para el almacenamiento y conservacion de las muestras, para posibles
investigaciones futuras sobre la enfermedad genética, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

SI NO

3. Doy consentimiento para la utilizacion de las muestras como poblacion control en otros estudios
cientificos dirigidos a mejorar el conocimiento de otras enfermedades genéticas, siempre de
acuerdo con las regulaciones y normas éticas vigentes.

SI NO

4. Se me ha informado de que tengo derecho a decidir si quiero saber o no el resultado de las
pruebas realizadas, y tengo derecho a cambiar de opinién en el futuro. Actualmente:

SI deseo conocer el resultado en relacién a la patologia del paciente.

NO deseo conocer el resultado en relacién a la patologia del paciente.

SI deseo conocer el resultado en relacidn a otras patologias.

NO deseo conocer el resultado en relacién a otras patologias.

DCI-ACL-GE-21-01-02

En caso de no querer ser informado de las pruebas realizadas, si esta informacion es necesaria para
evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares, se podra informar a los afectados o sus
representantes. En el caso de si querer ser informado, si los resultados son de interés para sus
familiares, es conveniente que el propio paciente les transmita dicha informacion.

La cesion de las muestras que usted autoriza es gratuita y altruista, de forma que no obtendra
retribucion econdmica alguna ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales resultado de
investigaciones que se hayan podido realizar.

Lugar y fecha: Salamanca, a

Firma: Firma:
Profesional que solicita el consentimiento: Nombre del paciente o representante legal:
N° Colegiado: En su caso, vinculacion con el paciente:
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Etiqueta identificativa paciente
COMPLEJO idos:

ASISTENGIAL ‘ o Hg Nombre/apellidos:
UNIVERSITARID .. Y SB Junta de DNI: NO ..
B SALAMANCA Castillay Leén . .S.:

NO Ha.C.: Teléfono:

REVOCACION:
He decidido revocar el consentimiento en los apartados: 1 2 3 4

La falta de consentimiento o la revocacion del consentimiento no supondra perjuicio alguno en la
asistencia sanitaria.

Firma:

Nombre del paciente o representante legal:

En su caso, vinculacion con el paciente:

Fundamento clinico de la solicitud y/o medicacion prescrita:

Informacion sobre proteccion de datos personales

e i6n basi Inf i6n adicional

Direccion: Paseo San Vicents, 58 - 182, CP 37007 - Salamanca

Teléfono: 923 251 634
Responsable del Gerencia de Atencide Correo elecydnico: gerencia.husadsaludcastillavieon.
tratamiento Especializada de Salamanca. = =

Datos de contacto del Delegado de Proteccion de Datos.
Correo electrdnico: dod.arsi@iodes

deedaosdelaspemquesemnadgunupodeasrstema
sanitaria, intervencién quinirgica, procedmiento di > en

emecemohspmlmo.Ascormwomsuhyemzsondeﬁotmsdmws
1 sy Sogas; gestidn y control sanitaric;

gacion ep iologica y ac

N historial dinico.
asn g Preﬁomdem Los datos recogidos se consarvarén durante el tiempo necesario para cumplir con
2 deemﬁta. o la finalidad para la que se recabaron y para determinar las posibles
responsabilidades que se pudieran derivar y, en todo caso, por &l tismpo minimo
que establezca la Ley,

Losdmsepodrmmfarpavaﬁnsdenmesngaaonaemﬁca historica o

disti 36n, de forma que los investigadores no puedan

xdemﬁal‘le,yapﬁcaomdelasmedldasdesegundadopaumas.

Mouv;dehamddcielumm;ﬁ RGPD, au;:sbd&l .2). Tmmgmnecsampara
ejercicio de poderes publicos confieri responsable def tatamiento.

Jausua habilitante para el ratamiento de datos relativos a la salud: RGPD,

oo S zr o articulo 9.2.h). Tratamiento necesario para la gestion de los sistamas y senvicios de

de blicos.

Legitimacion Ejercicio de poderes piblicos. i . faria y socia.

La aportacion de los datos es requisito necesario para ks gestion del comecto
funcionamiento de la asistencia sanitaria en Castilla y Ledn.

No s2 prevén cesiones de

Ly No se cederan los datos salvo obligacion legal.
>
No se preven cesiones o
transferendias a tercaros No s2 cederan los datos salvo obligacidn lejal.
paises.

Tiene derecho de acceso, rectificacion, supresion, limitacion del tratamiento y
oposicion al mismo, en los téminos de los articulos 15 a 23 del RGPD.

Deracho a acceder, rectficar y

suprimir los datos, asi Puade ejercer todos estos derechos ante el responsable del tratamiento.
Diéiechias otros derechos recogidos en la X 5
Rt sdvonal. Puede ejercer todos estos derechos ante el Delegado de Proteccion de Datos.

Puede presentar una reclamadion ante la Agencia Espaniola de Proteccion de
Datos. Més informacion en : www.agpd.es

DCI-ACL-GE-21-01-02 EJEMPLAR PARA LA HISTORIA CLINICA
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Etiqueta identificativa paciente
COMPLEJO Nombre/apellidos:
ASISTENCIAL £
UNIVERSITARID \ sacyl | 59 umnce DNL: NO S.S.:
B SALAMANCA Castillay Leén . I
No Ha.C.: Teléfono:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REA'LIZACI(')N DE PRUEBAS GENETICAS Y
_FARMACOGENETICAS i
SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS/BIOQUIMICA CLINICA

Médico que informa: del Servicio:

persona a quien informa (DNI): , relacion con el paciente:

Declaro estar informado y haber comprendido que:

Usted podria estar afectado o ser portador de una variante genética y que la informacion se basa
en los resultados de pruebas de laboratorio, las cuales se realizan a partir de muestras bioldgicas
del paciente, y de otros familiares cuando sea necesario.

1. Doy consentimiento al equipo médico del Hospital para utilizar estas muestras para el proceso
asistencial, en el propio Hospital Universitario de Salamanca, Servicio de Analisis Clinicos y
Bioquimica Clinica y/o en centros designados por éste, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

SI NO

2. Doy consentimiento para el almacenamiento y conservacion de las muestras, para posibles
investigaciones futuras sobre la enfermedad genética, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

SI NO

3. Doy consentimiento para la utilizacion de las muestras como poblacion control en otros estudios
cientificos dirigidos a mejorar el conocimiento de otras enfermedades genéticas, siempre de
acuerdo con las regulaciones y normas éticas vigentes.

SI NO

4. Se me ha informado de que tengo derecho a decidir si quiero saber o no el resultado de las
pruebas realizadas, y tengo derecho a cambiar de opinién en el futuro. Actualmente:

SI deseo conocer el resultado en relacién a la patologia del paciente.

NO deseo conocer el resultado en relacién a la patologia del paciente.

SI deseo conocer el resultado en relacidn a otras patologias.

NO deseo conocer el resultado en relacién a otras patologias.

DCI-ACL-GE-21-01-02

En caso de no querer ser informado de las pruebas realizadas, si esta informacion es necesaria para
evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares, se podra informar a los afectados o sus
representantes. En el caso de si querer ser informado, si los resultados son de interés para sus
familiares, es conveniente que el propio paciente les transmita dicha informacion.

La cesion de las muestras que usted autoriza es gratuita y altruista, de forma que no obtendra
retribucion econdmica alguna ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales resultado de
investigaciones que se hayan podido realizar.

Lugar y fecha: Salamanca, a

Firma: Firma:
Profesional que solicita el consentimiento: Nombre del paciente o representante legal:
N° Colegiado: En su caso, vinculacion con el paciente:
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Etiqueta identificativa paciente
COMPLEJO idos:

ASISTENGIAL ‘ o Hg Nombre/apellidos:
UNIVERSITARID .. Y SB Junta de DNI: NO ..
B SALAMANCA Castillay Leén . .S.:

NO Ha.C.: Teléfono:

REVOCACION:
He decidido revocar el consentimiento en los apartados: 1 2 3 4

La falta de consentimiento o la revocacion del consentimiento no supondra perjuicio alguno en la
asistencia sanitaria.

Firma:

Nombre del paciente o representante legal:

En su caso, vinculacion con el paciente:

Fundamento clinico de la solicitud y/o medicacion prescrita:

Informacion sobre proteccion de datos personales

e i6n basi Inf i6n adicional

Direccion: Paseo San Vicents, 58 - 182, CP 37007 - Salamanca

Teléfono: 923 251 634
Responsable del Gerencia de Atencide Correo elecydnico: gerencia.husadsaludcastillavieon.
tratamiento Especializada de Salamanca. = =

Datos de contacto del Delegado de Proteccion de Datos.
Correo electrdnico: dod.arsi@iodes

deedaosdelaspemquesemnadgunupodeasrstema
sanitaria, intervencién quinirgica, procedmiento di > en

emecemohspmlmo.Ascormwomsuhyemzsondeﬁotmsdmws
1 sy Sogas; gestidn y control sanitaric;

gacion ep iologica y ac

N historial dinico.
asn g Preﬁomdem Los datos recogidos se consarvarén durante el tiempo necesario para cumplir con
2 deemﬁta. o la finalidad para la que se recabaron y para determinar las posibles
responsabilidades que se pudieran derivar y, en todo caso, por &l tismpo minimo
que establezca la Ley,

Losdmsepodrmmfarpavaﬁnsdenmesngaaonaemﬁca historica o

disti 36n, de forma que los investigadores no puedan

xdemﬁal‘le,yapﬁcaomdelasmedldasdesegundadopaumas.

Mouv;dehamddcielumm;ﬁ RGPD, au;:sbd&l .2). Tmmgmnecsampara
ejercicio de poderes publicos confieri responsable def tatamiento.

Jausua habilitante para el ratamiento de datos relativos a la salud: RGPD,

oo S zr o articulo 9.2.h). Tratamiento necesario para la gestion de los sistamas y senvicios de

de blicos.

Legitimacion Ejercicio de poderes piblicos. i . faria y socia.

La aportacion de los datos es requisito necesario para ks gestion del comecto
funcionamiento de la asistencia sanitaria en Castilla y Ledn.

No s2 prevén cesiones de

Ly No se cederan los datos salvo obligacion legal.
>
No se preven cesiones o
transferendias a tercaros No s2 cederan los datos salvo obligacidn lejal.
paises.

Tiene derecho de acceso, rectificacion, supresion, limitacion del tratamiento y
oposicion al mismo, en los téminos de los articulos 15 a 23 del RGPD.

Deracho a acceder, rectficar y

suprimir los datos, asi Puade ejercer todos estos derechos ante el responsable del tratamiento.
Diéiechias otros derechos recogidos en la X 5
Rt sdvonal. Puede ejercer todos estos derechos ante el Delegado de Proteccion de Datos.

Puede presentar una reclamadion ante la Agencia Espaniola de Proteccion de
Datos. Més informacion en : www.agpd.es

DCI-ACL-GE-21-01-02 EJEMPLAR PARA EL/LA PACIENTE
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Etiqueta identificativa paciente
COMPLEJO Nombre/apellidos:
ASISTENCIAL £
UNIVERSITARID \ sacyl | 59 umnce DNL: NO S.S.:
B SALAMANCA Castillay Leén . I
No Ha.C.: Teléfono:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REA'LIZACI(')N DE PRUEBAS GENETICAS Y
_FARMACOGENETICAS i
SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS/BIOQUIMICA CLINICA

Médico que informa: del Servicio:

persona a quien informa (DNI): , relacion con el paciente:

Declaro estar informado y haber comprendido que:

Usted podria estar afectado o ser portador de una variante genética y que la informacion se basa
en los resultados de pruebas de laboratorio, las cuales se realizan a partir de muestras bioldgicas
del paciente, y de otros familiares cuando sea necesario.

1. Doy consentimiento al equipo médico del Hospital para utilizar estas muestras para el proceso
asistencial, en el propio Hospital Universitario de Salamanca, Servicio de Analisis Clinicos y
Bioquimica Clinica y/o en centros designados por éste, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

SI NO

2. Doy consentimiento para el almacenamiento y conservacion de las muestras, para posibles
investigaciones futuras sobre la enfermedad genética, siempre de acuerdo con las regulaciones y
normas éticas vigentes.

SI NO

3. Doy consentimiento para la utilizacion de las muestras como poblacion control en otros estudios
cientificos dirigidos a mejorar el conocimiento de otras enfermedades genéticas, siempre de
acuerdo con las regulaciones y normas éticas vigentes.

SI NO

4. Se me ha informado de que tengo derecho a decidir si quiero saber o no el resultado de las
pruebas realizadas, y tengo derecho a cambiar de opinién en el futuro. Actualmente:

SI deseo conocer el resultado en relacién a la patologia del paciente.

NO deseo conocer el resultado en relacién a la patologia del paciente.

SI deseo conocer el resultado en relacidn a otras patologias.

NO deseo conocer el resultado en relacién a otras patologias.

DCI-ACL-GE-21-01-02

En caso de no querer ser informado de las pruebas realizadas, si esta informacion es necesaria para
evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares, se podra informar a los afectados o sus
representantes. En el caso de si querer ser informado, si los resultados son de interés para sus
familiares, es conveniente que el propio paciente les transmita dicha informacion.

La cesion de las muestras que usted autoriza es gratuita y altruista, de forma que no obtendra
retribucion econdmica alguna ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales resultado de
investigaciones que se hayan podido realizar.

Lugar y fecha: Salamanca, a

Firma: Firma:
Profesional que solicita el consentimiento: Nombre del paciente o representante legal:
N° Colegiado: En su caso, vinculacion con el paciente:
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Etiqueta identificativa paciente
COMPLEJO idos:

ASISTENGIAL ‘ o Hg Nombre/apellidos:
UNIVERSITARID .. Y SB Junta de DNI: NO ..
B SALAMANCA Castillay Leén . .S.:

NO Ha.C.: Teléfono:

REVOCACION:
He decidido revocar el consentimiento en los apartados: 1 2 3 4

La falta de consentimiento o la revocacion del consentimiento no supondra perjuicio alguno en la
asistencia sanitaria.

Firma:

Nombre del paciente o representante legal:

En su caso, vinculacion con el paciente:

Fundamento clinico de la solicitud y/o medicacion prescrita:

Informacion sobre proteccion de datos personales

e i6n basi Inf i6n adicional

Direccion: Paseo San Vicents, 58 - 182, CP 37007 - Salamanca

Teléfono: 923 251 634
Responsable del Gerencia de Atencide Correo elecydnico: gerencia.husadsaludcastillavieon.
tratamiento Especializada de Salamanca. = =

Datos de contacto del Delegado de Proteccion de Datos.
Correo electrdnico: dod.arsi@iodes

deedaosdelaspemquesemnadgunupodeasrstema
sanitaria, intervencién quinirgica, procedmiento di > en

emecemohspmlmo.Ascormwomsuhyemzsondeﬁotmsdmws
1 sy Sogas; gestidn y control sanitaric;

gacion ep iologica y ac

N historial dinico.
asn g Preﬁomdem Los datos recogidos se consarvarén durante el tiempo necesario para cumplir con
2 deemﬁta. o la finalidad para la que se recabaron y para determinar las posibles
responsabilidades que se pudieran derivar y, en todo caso, por &l tismpo minimo
que establezca la Ley,

Losdmsepodrmmfarpavaﬁnsdenmesngaaonaemﬁca historica o

disti 36n, de forma que los investigadores no puedan

xdemﬁal‘le,yapﬁcaomdelasmedldasdesegundadopaumas.

Mouv;dehamddcielumm;ﬁ RGPD, au;:sbd&l .2). Tmmgmnecsampara
ejercicio de poderes publicos confieri responsable def tatamiento.

Jausua habilitante para el ratamiento de datos relativos a la salud: RGPD,

oo S zr o articulo 9.2.h). Tratamiento necesario para la gestion de los sistamas y senvicios de

de blicos.

Legitimacion Ejercicio de poderes piblicos. i . faria y socia.

La aportacion de los datos es requisito necesario para ks gestion del comecto
funcionamiento de la asistencia sanitaria en Castilla y Ledn.

No s2 prevén cesiones de

Ly No se cederan los datos salvo obligacion legal.
>
No se preven cesiones o
transferendias a tercaros No s2 cederan los datos salvo obligacidn lejal.
paises.

Tiene derecho de acceso, rectificacion, supresion, limitacion del tratamiento y
oposicion al mismo, en los téminos de los articulos 15 a 23 del RGPD.

Deracho a acceder, rectficar y

suprimir los datos, asi Puade ejercer todos estos derechos ante el responsable del tratamiento.
Diéiechias otros derechos recogidos en la X 5
Rt sdvonal. Puede ejercer todos estos derechos ante el Delegado de Proteccion de Datos.

Puede presentar una reclamadion ante la Agencia Espaniola de Proteccion de
Datos. Més informacion en : www.agpd.es

DCI-ACL-GE-21-01-02 EJEMPLAR PARA LABORATORIO
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ANEXO 3. INFORME FAVORABLE DEL CEIM

COMVIPLEJDO
ASISTENCIAL
UNIVERSITARIO Sacyl
B SAaLAviANCA
Paseo de San Vicente, 58-182
37007 Salamanca
Comité Etico de Investigacion con
Medicamentos
Teléfono: 923 29 11 00 — Ext. 55 515

Nt 1 Lnn

E-mail: comite.etico.husa@saludcastillayleon.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DEL AREA
DE SALUD DE SALAMANCA

Dofia CONCEPCION TURRION GOMEZ, Secretaria Técnica del Comité de Etica de la Investigacion
con medicamentos del Area de Salud de Salamanca,

CERTIFICA

Que este Comité, en sureuniondel  22/11/2021  Acta CEIm Ref. 2021/12
ha evaluado el Proyecto de Investigacion titulado

Impacto de la Farmacogenética en la Medicina de Precision aplicada a la Prescripciéon Terapéutica

Codigo CEIm: Pl 2021 08 866
del que es Investigador Principal Dfia Maria Celsa Pefia Martin
del Servicio de Universidad de Salamanca

valorado de acuerdo con la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica, Principios éticos de la Declaracién de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial sobre principios éticos para investigaciones médicas con seres
humanos, asi como el resto de principios éticos y normativa legal aplicable en funcién de las caracteristicas del
estudio,

y resueltas las aclaraciones

Considera que dicho estudio cumple los requisitos necesarios y es viable para su realizacién en este centro,
por lo que INFORMA FAVORABLEMENTE para la realizacién de dicho estudio

Y para que conste, lo firma en Salamanca con fecha 25 de noviembre de 2021

LA SECRETARIA

Fdo.: Dfia. Concepcion Turrion Gémez

Composicion del CEIm del Area de Salud de Salamanca

Presidente: D. Luis Mufioz Bellvis (Jefe de Servicio de Cirugia General y Aparato Digestivo)

Vicepresidente: D. Enrique Nieto Manibardo (Delegado de proteccion de datos del CAUSA)

Secretaria: Dfia. Concepcion Turrion Gémez (Farmacéutica y Bioguimica. Titulada Superior de Investigacion - IBSAL).
Vocales: D. Ricardo Tostado Menéndez (Farmacoélogo Clinico); Dfia. Silvia Jiménez Cabrera (Farmacia Hospitalaria); Dfia.
Ascension Hernandez Encinas (Profesora Titular Matematica aplicada, Universidad de Salamanca. Presidenta ASCOL,
representante de los pacientes); Dfia. M® Teresa Arias Martin (Enfermera de Salud Mental. Miembro del Comité de Bioética
Asistencial); Dfia. M2 del Carmen Arias de la Fuente (Técnico Gestor de Ensayos Clinicos); Dfia. Berta Bote Bonaechea
(Especialista en Psiquiatria); Diia. Angela Rodriguez Rodriguez (Responsable Unidad de Enfermera. S. de Hematologia);
Diia. Cristina Hidalgo Calleja (Especialista de Reumatologia); D. Guzman Franch Arcas (Especialista en Cirugia General y
Aparato Digestivo); D. Antonio Marquez Vera (Fisioterapeuta); Dfia. Ana Martin Garcia (Especialista en Cardiologia); Dfia.
Teresa Martin Goémez (Especialista en Oncologia); Dfia. Concepciéon Rodriguez Barrueco (Farmacéutica de Atencion
Primaria); Dfia. Carmen Velayos Castelo (Profesora Titular Etica y Filosofia Politica, Universidad de Salamanca); D. Manuel
Angel Gémez Marcos (Médico de Atencién Primaria. Responsable de la Unidad de Investigacion de Atencion Primaria de
Salamanca), Belén Vidriales Vicente (Hematologia. Representante de la Comision de Investigacion )
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ANEXO 4. COMPARACION DE LAS SECUENCIAS DE

LOS GENES CYP2D6, CYP2D7 Y CYP2D8 'Y

SECUENCIAS UTILIZADAS PARA LA GENERACION

DE PRIMERS.

2D6 2D7

>>EMBOSS 001 (4362 nt)
Waterman-Eggert score: 19677; 504.5 bits; E(1) < 2.6e-145
93.8% identity (93.8% similar) in 4408 nt overlap (1-4383:1-4342)

10 20 50 60

EMBOSS TTGGAACTACCACATTGCTTTATTG_GAGCAGGCTGGGG

EMBOSS TTGGAACTACCACATTGCTTTATTGTACATTAGAGCCTCTGGCTAGGGAGCAGGCTGGGG
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120
EMBOSS ACTAGGTACCCCATTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGGGTCACCAG

EMBOSS ACTAGGTACCCCATTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCGTAGGGGGATGGGGTCACCAG
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170
EMBOSS GAAAGCAAA- GACACCATGGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCC_CTGA

EMBOSS —AAAGCTGACGACACGAGAGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCCGGCGGCCACGGAGAAGCTGA
130 140 150 160 170

180 190 200 210 220 230
EMBOSS AGTGCTGCAGCAGGGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCCATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGA

EMBOSS AGTGCTGCAGCAGGGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCCATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGA
180 190 200 210 220 230

240 250 260 270 280 290
EMBOSS GGCATGCACGGCGGCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTCGCT e

EMBOSS GGCATGCACGGCGGCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGGCTCCTGGGTGAT
240 250 260 270 280 290

300 310 320 330 340 350
EMBOSS HESEEHMEOREGACTCCACCGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGA

EMBOSS ACCCCTGCAAGACTCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGA
300 310 320 330 340 350

360 370 380 390 400 410
EMBOSS GAAAGGCAGGAAGGCCTCCGGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGG

EMBOSS GAAAGGCAGGAAGGCCTCCGGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGG
360 370 380 390 400 410
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420 430 440 450 460 470
EMBOSS GTGGAAGCGGAAGGGCICIEEERERSEEEEIEA T TCAGCACCGATGACAGGTTGGT

EMBOSS GTGGAAGCGGAAGGGCTTCTTCCAGACGGCCTCATCCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGT
420 430 440 450 460 470

480 490 500 510 520 530
EMBOSS GATGAGTGTCGTTCCCTGGGCAGAAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGAT

EMBOSS GATGAGTGTCGTTCCCTGGGCAGGAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGAT
480 490 500 510 520 530

540 550 560 570 580 590
EMBOSS GCTGGGACCCCTGCCACCAAACACACGGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACT

EMBOSS GCTGGGACCCCTGCCACCAAACACACGGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACT
540 550 560 570 580 590

600 610 620 630 640 650
EMBOSS CTGTCAACTAGTCCTGCGCCCGAGAAGCTCCACAGTACCCTCTCCGACCCCACAGCAGGG

EMBOSS CTGTCAACTAGTCCTGCGCCCGAGAAGCTCCACAGTACCCTCTCCGACCCCACAGCAGGG
600 610 620 630 640 650

660 670 680 690 700 710
EMBOSS CGCAGTCACACCTCTCAGAGGCACCCACACTGCCCCCTCTCCCTGCAGGTGTTGGGTCCT

EMBOSS CGCAGTCACACCTCTCAGAGGCACCCACACTGCCCCCTCTCCCTGCAGGCGCTGGGTCCT
660 670 680 690 700 710

720 730 740 750 760 770
EMBOSS CCAACATTCTGGCAGGTCCTGGTTTGTCT-CCCCACTAGACGGGGGCTCTGGATGGACAG

EMBOSS CCAACATTCTGGCAGGTCCTGATTTGTCTTCCCCACTAGACGGGGGCTCTGGATGGACAG
720 730 740 750 760 770

780 790 800 810 820 830
EMBOSS GCCAGCCCTGCCTATACTCTGGACCCCCCACCCAAGTGGGGACAGTCAGTGTGGTGGCAT

EMBOSS GCCAGCCCTGCCTATACTCTGGACCCCCCATCCAAGCGGGGACAGTCAGTGTGGTGGCAT
780 790 800 810 820 830

840 850 860 870 880 890
EMBOSS TGAGGACTAGGTGGCCAGGGTTCCTAGAGTGGGCCCACCTGGCANINGOMIGoIcEaE0

EMBOSS TGAGGACTAGGTGGCCAGGGTTCCTAGAGTGGGCCCACCTGGCAGTAGCCATGCTGGGGC
840 850 860 870 880 890

900 910 920 930 940 950
EMBOSS -ACCAGGGGCTGGTGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGCGCCAGGCCTACCTTAGGGATG

EMBOSS TACCACC GGGGCTGATGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGCGCCAGGCCTACCTTAGGGATG
900 910 920 930 940 950

960 970 980 990 1000 1010
EMBOSS CGGAAGCCCTGTACTTCGATGTCACGGGATGTCATATGGGTCACACCCAGGGGGACGATG

EMBOSS CGGAAGCCCTGTACTTCGATGTCATGGGATGTCATATGGGTCACACTCAGGGGGATGATG
960 970 980 990 1000 1010
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1020 1030 1040 1050 1060 1070

EMBOSS TCCCCAAAGCGC TGRSR IRSEEEREHE TG TAGGGCATGTGAGCCTGGTCA

EMBOSS TCCCCAAAGCGCTGCACCTCGTGAATCACGGCAGTGGTGTAGGGCATGTGAGCCTGGTCA
1020 1030 1040 1050 1060 1070

1080 1090 1100 1110 1120 1130
EMBOSS CCCATCTCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCACGTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGGCCT

EMBOSS CCCATCTCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCACGTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGGACT
1080 1090 1100 1110 1120 1130

1140 1150 1160 1170 1180 1190
EMBOSS GGACAGACATGCGTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGGGTCCGE[eeieurerNer e eleui|

EMBOSS GGACAGACATGCGTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGG-——===—————— ACACTC——T
1140 1150 1160 1170 1180
1200 1210 1220 1230 1240 1250

EMBOSS [GIMKEOBINS®TATGTTGGAGGAGGTCAGGCTTACAGGATCCTGGTCAAGCCTGTGCTTGGA

EMBOSS CCTTCGTCCTGTGTTGGAGGAAGTTAGGCTTACAGGAGCCTGGCCACGCCTGTGCTGGAA
1190 1200 1210 1220 1230 1240

1260 1270 1280 1290 1300 1310
EMBOSS GCCCCGGGTGTCCCAGCAAAGTTCATGGGCCCCCGCC_GCCCC

EMBOSS GCCCCGGGTGTCCCAGCTAAGCCCAGGGGCCCCCAGCTGTACCCTTCCTCCCTCAGTCCC
1250 1260 1270 1280 1290 1300

1320 1330 1340 1350 1360 1370
EMBOSS TGCACTGTTTCCCAGATGGGCTCACGCTGCACATCCGGATGTAGGATCATGAGCAGGAGG

EMBOSS TGCCTTGGGCCCCAGCTGGGCTCACGCTGCACATCCAGGTGTAGGATCATGAGCAGGAGG
1310 1320 1330 1340 1350 1360

1380 1390 1400 1410 1420 1430
EMBOSS CCCCAGGCCAGCGTGGTCGAGGTGGTCACCATCCCGGCAGAGAACAGGTCAGCCACCACT

EMBOSS CCCCAGGCCAGCGTGGTCAAGGTGGTCACCATCCCGGCAAGGAACAGGTTACCCACCACT
1370 1380 1390 1400 1410 1420

1440 1450 1460 1470 1480 1490

EMBOSS ATGC_GCTCTCAGGGTTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCCG

EMBOSS ATGCGCAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTCTCAGGGCTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCCG
1430 1440 1450 1460 1470 1480

1500 1510 1520 1530 1540 1550
EMBOSS AGAGCATACTC--GGGACAGAACGGGGTAGCCCCCAAATGACCTCCAATTCTGCACCTGT

EMBOSS AGAGGATACTCAGGGGATAGAACGGGGTAGCCCCCAAATGACCTCCAATTCTGCACCTGT
1490 1500 1510 1520 1530 1540

1560 1570 1580 1590 1600 1610
EMBOSS CAGCCCAGATGCGGCTCGCCGGGTGATGCACTGGTCCAACCTTTTGCCCAGCCTCCCCTC

EMBOSS CAGCCCAGATGCGGCTCGCCGGGTGATGCACTGGTCCAACCTTTTGCCCAGCCTCCCCTC
1550 1560 1570 1580 1590 1600

25 VNIVERSIDAD
“P SALAMANCA

227



ANEXOS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

228

1620 1630 1640 1650 1660 1670
ATTCCTCCTGGGACEONORNCOORGERBEE G CCCCCCACCGTGGCAGCCACTCTCACC

ATTCCTCCTGGGACGTTCAACCCACCACCCTTGCCCCCCACCGTGGCAGCCACTCTCACC
1610 1620 1630 1640 1650 1660

1680 1690 1700 1710 1720 1730
TTCTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGGGGCTGGGCTGGGTCCCAG

TTCTCCTTCTTTGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGTGGCTGGGCTGGGTCCCAG
1670 1680 1690 1700 1710 1720

1740 1750 1760 1770 1780 1790

GTCATCCTGTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGC TGOS RAEE - T

GTCATCCTGTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGCTGGGTCAGGAAAGCCTTTTGGAAGCGT
1730 1740 1750 1760 1770 1780

1800 1810 1820 1830 1840 1850
AGGACCTTGCCAGCCAGCGCTGGGATATGCAGGAGGACGGGGACAGCATTCAGCACCTAC

AGGACCTTGCCAGCCAGCGCTGGGATGTGCAGGAGGACGGGGACAGCATTCAGCACCTAC
1790 1800 1810 1820 1830 1840

1860 1870 1880 1890 1900 1910
ACCAGACAGAACGGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCACCTGGACAAGTCTCAG

ACCAGACAGAACGGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCATCTGGACCAGTCTCAG
1850 1860 1870 1880 1890 1900

1920 1930 1940 1950 1960 1970
GCCCCAGCCATCTCCAGGTAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCTTACCACTGACCTCACCAAG

GCCCCAGCCATCTCCAGGAAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCTTACCACTGACCTCACCAAG
1910 1920 1930 1940 1950 1960

1980 1990 2000 2010 2020 2030
TCCCTCCCCAAGTGCCAGCCTCCACCCTCTCTC--CTTGCCCAGAGGAGAAACCTAAAAT

TCCCTCCCCAAGTGCCAGCCTCCACCCTCTCTCTCCTTGCCCAGAGGAGAGACCTAAAAT
1970 1980 1990 2000 2010 2020

2040 2050 2060 2070 2080 2090
CGAAATCTCTGACGTGGATAGGAGGTACAGAGTCCTTGGCCTCTCCTGGTGCCCCCTGAC

CGAAATCTCCAACGTGGAC- GGGGGTACAGAGTCCTTGGCCTCTCCTGGTGCCCCCTGAC
2030 2040 2050 2060 2070 2080

2100 2110 2120 2130 2140 2150
CCGGGCACACCTCTCCCACGACCATGTCTGAGATGTCCCCTCCTCCTCCAGGCCCTTCTT

CCGGGCACACCTCTCCCACGACCATGTCTGAGATGTCCCCTCCTCCTCCAGGCCCTTCTT
2090 2100 2110 2120 2130 2140

2160 2170 2180 2190 2200 2210
ACAGTGGGGTCTCCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCCATCTAT_

ACAGTGGGGTCTCCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCCATCTACGCAAATCCTGCCCTTCGG
2150 2160 2170 2180 2190 2200
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EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

2220 2230 2240 2250 2260 2270
.GCCCCAGTCCAGCCCCGGCACCTCTCGGGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCTCGGTCTC

AGGCCCCAGTCCAGCCCCGGCACCTCTCAGGAGCTCGCCCTGCAAAGACCCTT ———————
2210 2220 2230 2240 2250

2280 2290 2300 2310 2320 2330
TCGCTCCGCACCTCGCGCAGAAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGGTEE

——GCTCCGCACCTCGCGCAGGAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGGTCC
2260 2270 2280 2290 2300 2310

2340 2350 2360 2370 2380 2390
[AGCAGCCTGAGG TACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAGGCG

AGCAGCCTGAGGAAGCGAGGGTCGTCGTACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAGGCG
2320 2330 2340 2350 2360 2370

2400 2410 2420 2430 2440 2450
ATCACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCCTGGGGGT

ATCACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCCTGGGGGT
2380 2390 2400 2410 2420 2430

2460 2470 2480 2490 2500 2510
GGGAGATGCGGGTAAGGGGTCGCCTTCCCCGTCCCC CTTCCCAGTTCCCGCTTTiegne]

GGGAGATGCGGGTAAGGGGTCGCCTTCTCCGTCCCCCGCCTTCCCAGTTCCCGCTGTGTG
2440 2450 2460 2470 2480 2490

2520 2530 2540 2550 2560 2570
CCCTTCTGCCCATCACCCACCGGAGTGGTTGGCGAAGGCGGCACAAAGGCAGGCGGCCTC

CCCTTCTGCCCATCACCCACCGGCTTGGTCGGCGAAGGCGGCACAAAGGCAGGCGGCCTC
2500 2510 2520 2530 2540 2550

2580 2590 2600 2610 2620 2630
CTCGGTCACCCACTGCTCCAGCGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCG_

CTCGGTCACCCACTGCTCCAGCGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCGCAAGGTGGACAC
2560 2570 2580 2590 2600 2610

2640 2650 2660 2670 2680 2690
BB C GCCTCTGCTCGCGCCACGCGGGCCCATAGCGCGCCAGGAACACCCCTGGGGG

GGAGAAGCGCCTCTGCTCGCGCCACGCGGGCCCATAGCGCGACAGGAACACCCCTGGGGE
2620 2630 2640 2650 2660 2670

2700 2710 2720 2730 2740 2750
TGGGACGGGCACGTGCGCGTGGCCATGAAGGCATTAGCCCCACCATCCACCACCCACTCC

CGGGACGGACACGTGGGCGTTGCCATGAAGGCCTTGGCCCCACCCTCCGCCACCCACTCC
2680 2690 2700 2710 2720 2730

2760 2770 2780 2790 2800 2810
AACCCTAT-GCTCCCCCTGGTCTCCCGCAGTCCCTGGCTCTGTCCAGCTGGTCACAGGGC

AACCCTGGCGCTCCACAAGGTCTCCCGCAGTCCCTAGCCCGGTCCAGCTGGGCACAGGGC
2740 2750 2760 2770 2780 2790
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2820 2830 2840 2850 2860 2870
EMBOSS CCACTCTTTGTGCATCCACCTTGCTCC/eiMKeelGRElEle(e(orNEIEE[GURMIGCCCCACCTCGTC

EMBOSS CCACTCTTTGCTCACCCACATTGCTCCCCTGCCTGGGGCGGGGTTTGGCCCCACCTCGTC
2800 2810 2820 2830 2840 2850

2880 2890 2900 2910 2920 2930
EMBOSS TCTGCCCACCCTGACCGCCTTTGCACTCAGGGAAGACCCCGCGGGCCCCGCGCCACCCAC

EMBOSS TCTGCCCACCCTGACCACCTTTCCACTCAAGGAAGATCCCGC-———- CCGTCCCGCCCAC
2860 2870 2880 2890 2900 2910
2940 2950 2960 2970 2980 2990

EMBOSS ACTGAGCTTACAGCACAGGTGCGGTCCCCGCCCCC--CACTTCGACACCGGATTCCAGCT

EMBOSS ACTGAGCCCGCAGCATAGGCGCGGTCCCCGCCACCGCCACTTCGAC ——————————————
2920 2930 2940 2950

3000 3010 3020 3030 3040 3050
EMBOSS GGGAAATGCGCCAGCCTCACCCATTGGGCTCCTGCCAGGTCTCGGCAGTGGCCCCGCCCA

EMBOSS -—-————- GCATCAGCCTCGCCCACCGGGCTTCTGGCGGGTCTGGGCAGTAGCCCCGCCCC
2960 2970 2980 2990 3000
3060 3070 3080 3090 3100 3110

EMBOSS CTCGTCACAAGCCCCGCCCTCGTCCCCATGCTCACACCTCCCTAGTGCAGGTGGTTTCTT

EMBOSS CTC————CCAGCCCA ——————————— CAGACTCGCACCTCCCCCGTGCAGGTGGTTTCCT
3010 3020 3030 3040 3050
3120 3130 3140 3150
EMBOSS GGCCCGCTGTCC———--- CCACTCGCTGGCCT———=———— GTTTCATGTCCACGACCCCGC

EMBOSS GGCCCACTGTCCTCAGCCCACTCGCTGGCCTTTATCTCTGTTTCACGTCCAGGACCCCAC
3060 3070 3080 3090 3100 3110

3160 3170 3180 3190 3200 3210
EMBOSS GCCCTCTCTGCCCAGCTCGGACTACGGTCATCACCCAC_TGT

EMBOSS GCCCTGTCGGCGCTGCTTGGGCTACGGTCACTGTCCACCCGGGGCCCACGGAAACGCGGT
3120 3130 3140 3150 3160 3170

3220 3230 3240 3250 3260 3270
EMBOSS CTCTGTCCCC-ACCGCTGCTTGCCTTGGGAACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGGGTGAT

EMBOSS CTCTGTCCCCCACCGCCGCTTGCCTTGGGAACGCGGCCCGAAGCCCAGGACCTGGTAGAT
3180 3190 3200 3210 3220 3230

3280 3290 3300 3310 3320 3330
EMBOSS GGGCACAGGCGGGCGGTCGGCGGTGTCCTCGCCGTGGGTCACCAGCGCCTCGCGCACGGC

EMBOSS GGGCGCAGGCGGGCGGTCGGCCGTGTCCTCGCCGCGGGTCACCATCGCCTCGCGCACGGC
3240 3250 3260 3270 3280 3290

3340 3350 3360 3370 3380 3390
EMBOSS CGCCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCCNEEEERESIEERE CTGAACACGTCCCC

EMBOSS CGCCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCGTCCAGGCCAGCTGCAGGCTGAACACGTCCCC
3300 3310 3320 3330 3340 3350
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EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

3400 3410 3420 3430 3440 3450
GAAGCGGCGCCGCAACTGCAGAGGGAGGGTCAGGGCCTCTTGTCAAGCCAGGATCCCCCC

GAAGCGGCGCCGCAACTGCAGAGGGAGGGTCAGGGCCTCTTGTCAAGCCAGGATCCCCCC
3360 3370 3380 3390 3400 3410

3460 3470 3480 3490 3500 3510
AGACTACAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTGGACGACCCCCGGGGCTACCAGGAGTGAG

AGACTACAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTGGACGACCCCCGGGGCTACCAGGAGTGAG
3420 3430 3440 3450 3460 3470

3520 3530 3540 3550 3560 3570
CAGGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCTGATCCTGGGGCGGGGGTGGGGGTCACACCTTC

CAGGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCTGATCCTGGGGCGGGGGTGGGGGTCACACCTTC
3480 3490 3500 3510 3520 3530

3580 3590 3600 3610 3620 3630
TGTGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCCAGGTATGACCTTGCAAGAGTCACCAA

TGTGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCCAGGTATGACCTTGCAAGAGTCACCAA
3540 3550 3560 3570 3580 3590

3640 3650 3660 3670 3680 3690
AATTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCCCAGATGATGGTCCATGCCGGTGAGCA

AATTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCCCAGATGATGGTCCATGCCGGTGAGCA
3600 3610 3620 3630 3640 3650

3700 3710 3720 3730 3740 3750
GTGAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTGAACCGGGTCACTGCACCCCCTTCATC

GTGAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTGAACCGGGTCACTGCACCCCCTTCATC
3660 3670 3680 3690 3700 3710

3760 3770 3780 3790 3800 3810
CTCGATTTCGTGATTTAAACGGCACTCAGGACTAACTCATCTTCCATTCCCAAGGCCTTT

CTCGATTTCGTGATTTAAACGGCACTCAGGACTAACTCATCTTCCATTCCCAAGGCCTTT
3720 3730 3740 3750 3760 3770

3820 3830 3840 3850 3860 3870
CCTTCTGGTGTCAGCAGAAGGGACTTTGTACTCCATAACATATGTTGCCCAATGGGCTTG

CCTTCTGGTGTCAGCAGAAGGGACTTTGTACTCCATAACATATGTTGCCCAATGGGCTTG
3780 3790 3800 3810 3820 3830

3880 3890 3900 3910 3920 3930
CATGCCCACTGCCAAGTCCAGCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTT

CATGCCCACTGCCAAGTCCAGCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTT
3840 3850 3860 3870 3880 3890

3940 3950 3960 3970 3980 3990
TGGAAAATCCAGTCCTTCATGCCATGTATAAATGCCCTTCTCCAGGAAGTCCCCCAAACC

TGGAAAATCCAGTCCTTCATGCCATGTATAAATGTCCTTCCCCAGGACGTCCCCCAAACC
3900 3910 3920 3930 3940 3950

Tl £y

oo
O

v

VNiVERSiDAD
B SALAMANCA

231



ANEXOS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS
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4000 4010 4020 4030 4040 4050
TGCTTCCCCTTCTCAGCCTGGCTTCTGGTCCAGCCTGTGGT

TGCTTCCCCTTCTCAGCCTGGCTTCTGATCCAGCCTGTGGTTTAACCCACCACCCATGTT
3960 3970 3980 3990 4000 4010

4060 4070 4080 4090 4100 4110
IGCTGGTGGTGGGGCATCCTCAGGACCTCTGCCGCCCTCCAGGACCTCCTCCCTCACCTG

TGCTGGTGGTGGGGCATCCTCAGGACCTCTGCCGCCCTCCAGGACCTCCTCCCTCACCTG
4020 4030 4040 4050 4060 4070

4120 4130 4140 4150 4160 4170
GTCGAAGCAGTATGGTGTGTTCTGGAAGTCCACATGCAGCA—GGTTGCCCAGCCCGGGC.

GTCGAAGCAGTATGGTGTGTTCTGGAAGTCCACATGCAGCAAGGTTGCCCAGCCCGGGCA
4080 4090 4100 4110 4120 4130

4180 4190 4200 4210 4220 4230
B GGG TAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGCCGGTGCATCAGGTCCA

GTGGCAGGGGACCTGGCGGGTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGTGCCGGTGCATCAGGTCCA
4140 4150 4160 4170 4180 4190

4240 4250 4260 4270 4280 4290
CCAGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCACGGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGCCCCATAC

CCAGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCATGGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGCCCCATGG
4200 4210 4220 4230 4240 4250

4300 4310 4320 4330 4340 4350
CTGCCTCACTACCAAATGGGCTCCTCTGGACACACCTGGCACCCCCACCCCACCAGGCAC

CTGCCTCACTACCAACTGGGCTCCTCTGGACACACCTGGCACCCCCACCCCACCAGGCAC
4260 4270 4280 4290 4300 4310

4360 4370 4380
AGAGGACCAGGCAGGACACTCTCAGCAC

AGAGGACCAGGCAGGACACTCTCAGCAC
4320 4330 4340
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2D6 2D8

>>EMBOSS 001 (5149 nt)
Waterman-Eggert score: 17241; 417.2 bits; E(1l) < 5.8e-119
73.2% identity (73.2% similar) in 5221 nt overlap (73-4308:1-5149)

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

80 90 100 110 120 130
ATTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGGGTCACCAGGAAAGCAAAGAC

ACTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGCGTCACCAGAAAGCCGACGAC
10 20 30 40 50 60

140 150 160 170 180 190
ACCATGGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCC_CTGAAGTGCTGCAGCAG

ACGAGAGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCCGGTGGGCACCGAGAAGCTGAAGTGCTGCAGCAG
70 80 90 100 110 120

200 210 220 230 240 250
GGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCCATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGAGGCATGCACGGCG

GGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCTATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGAGGCATGCACGGCG
130 140 150 160 170 180

260 270 280 290 300 310

GCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGCC T GG G2 C

GCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGGCTCCCGGGTGATACCCCTGCAAGAC
190 200 210 220 230 240

320 330 340 350 360 370
TCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGAGAAAGGCAGGAAG

TCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGAGAAAGGCAGGAAG
250 260 270 280 290 300

380 390 400 410 420 430
GCCTCCGGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGGGTGGAAGCGGAAG

GCCTCCAGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGGGTGGAAGCGGAAG
310 320 330 340 350 360

40 50 460 470 480 490

GGC_CCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGTGATGAGTGTCGTT

GGCTTCTCCCAGACGGCCTCATCCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGTGAAGAGCATCATC
370 380 390 400 410 420

500 510 520 530 540 550
CCCTGGGCAGAAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGATGCTGGGACCCCTG

CCCTGGGCAGGAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGATGCTGGGACCCC-—
430 440 450 460 470

560 570 580 590 600 610
CCACCAAACACACGGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACTCTGTCAACTAGTC

————CAAGCACACAGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACTCTGTCAACTAGTC
480 490 500 510 520 530
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EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS
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620 630 640 650 660 670
CTGCGCCCGAGAAGCTCCACAGTACCCTCTCCGACCCCACAGCAGGGCGCAGTCACACCT

CTGTGCCCGAGAAGCTCCAGAGCACCCTCTCCGACCCCACGGCAGGGCGCAGTCACACCT
540 550 560 570 580 590

680 690 700 710 720 730
CTCAGAGGCACCCACACTGCCCCCTCTCCCTGCAGGTGTTGGG-TCCTCCAACATTCTGG

CCTGGGAGCGCCCACGCTACCCCCTCTCCCTACAGGTATTGGGGTCCTCCAACATTCTGG
600 610 620 630 640 650

740 750 760 770 780 790
CAGGTCCTGGTTTGTCT-CCCCACTAGACGGGGGCTCTGGATGGACAGGCCAGCCCTGCC

CAGGTCCTGGTCTGCCTTCCCCACTAGACTGGGGCTCTGGATGGACAGGCCAGCCCTGCC
660 670 680 690 700 710

800 810 820 830 840 850
TATACTCTGGACCCCCCACCCAAGTGGGGACAGTCAGTGTGGTGGCATTGAGGACTAGGT

TATACTCTGCACCCCACACCCAGGCTGGGACAGTCGATGTGGTGGCATTGAGGACTGGGT
720 730 740 750 760 770

860 870 880 890 900 910

GGCCAGGGTTCCTAGAGTGGGCCCACCTGGCA BINGOONICONEEEEEIAIE A CCAGGGG

GGCCAGGGTTCCTAGACTGGGCCCACCTGGCAGTGGCCATGCTGGGGCTATCACCAGGGG
780 790 800 810 820 830

920 930 940 950 960 970
CTGGTGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGCGCCAGGCCTACCTTAGGGATGCGGAAGCCCTGT

CTGGTGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGTGCCAGGCCTACCTTAGGGATGCGGAAGCCCTGT
840 850 860 870 880 890

980 990 1000 1010 1020 1030
ACTTCGATGTCACGGGATGTCATATGGGTCACACCCAGGGGGACGATGTCCCCAAAGCGC

ACTTCGATGTCACGGGATGTCATATGGGTCACACCCAGGGGGACGATGTCCCCAAAGCGC
900 910 920 930 940 950

1040 1050 1060 1070 1080 1090
T G T G TAGGGCATGTGAGCCTGGTCACCCATCTCTGGT

TGCACCTCGTGAATCACGGCAGTGGTGCAGGGCATGCGAGCCTGGTCACCCATCTCTGGT
960 970 980 990 1000 1010

1100 1110 1120 1130 1140 1150
CGCCGCACCTGCCCTATCACGTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGGCCTGGACAGACATGC

CACCACACCTGCCCTATCACGTTGTCGAT———CTGTTGGACACGGCCTGGACAGACACGC
1020 1030 1040 1050 1060 1070

1160 1170 1180 1190 1200 1210
GTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGGGTCCGGCCCTGACACTCCTTCTTGCCTCCTAT

GTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGGA- CCAGCCCTGACACTC——TCCTGCCTCCTGT
1080 1090 1100 1110 1120
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1220 1230 1240 1250 1260 1270
EMBOSS GTTGGAGGAGGTCAGGCTTACAGGATCCTGGTCAAGCCTGTGCTTGGAGCCCCGGGTGTC

EMBOSS GTTGGAGGAGGTTAGGCTTACAGGAACCTGGCCAAGCCTGTGCTTGGAGTCCCGGGTGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180

1280 1290 1300 1310 1320 1330
EMBOSS CCAGCAAAGTTCATGGGCCCCCGCC_GCCCCTGCACTGTTTCC

EMBOSS CCAGCTAAGCTCAGGGGCCCCCACCTGTACCCTTCCTCCCTTGCCCCCTGCACTGGGCCC
1190 1200 1210 1220 1230 1240

1340 1350 1360 1370 1380 1390
EMBOSS CAGATGGGCTCACGCTGCACATCCGGATGTAGGATCATGAGCAGGAGGCCCCAGGCCAGC

EMBOSS CAGCTGGGCTCACGCTGCACATCCGGGCGTAGGATCATGAGCAGGAGGCCCCAGGCCAGC
1250 1260 1270 1280 1290 1300

1400 1410 1420 1430 1440 1450
EMBOSS GTGGTCGAGGTGGTCACCATCCCGGCAGAGAACAGGTCAGCCACCACTATGCA_

EMBOSS GTGATCGAGGTGGTCACCATCCCGGCAAAGAACAGGTCAGCCACCACCATGCGCAGGTTC
1310 1320 1330 1340 1350 1360

1460 1470 1480 1490 1500
EMBOSS [ISEORIERREEcCTCTCAGGGTTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCCGAGAGCATACTC -

EMBOSS TCATCATTGAAGCTGCTCTCAGGGTTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCTGAGAGGGTACTCA
1370 1380 1390 1400 1410 1420

1510 1520 1530 1540 1550 1560
EMBOSS -GGGACAGAACGGGGTAGCCCCCAAATGACCTCCA-ATTCTGCACCTGTCAGCCCAGATG

EMBOSS GGGGACAGAACGGGAAAGCCCCCAAATGACCTCCACATTCTGCACCTGTCAGCCCAGGTG
1430 1440 1450 1460 1470 1480

1570 1580 1590 1600 1610 1620
EMBOSS CGGCTCGCCGGGTGATGCACTGGTCCAACCTTTTGCCCAGCCTCCCCTCATTCCTCCTGG

EMBOSS CCACTTGCCAAGTGATCCAATGGACCCACCTTTTGCCTG —————— CCTCATTCCTCCCGG
1490 1500 1510 1520 1530 1540
1630 1640 1650 1660 1670 1680

EMBOSS GAC_GCCCCCCACCGTGGCAGCCACTCTCACCTTCTCCATCTC

EMBOSS —ACGCTCAACCCACCACCCCTGGTCCCTACCGTGTCAGCCACTCTCACCTTCTCCTTCTC
1550 1560 1570 1580 1590 1600

1690 1700 1710 1720 1730 1740
EMBOSS TGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGGGGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCCTGTG

EMBOSS TGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGTGGCTAGGCTGGGTCCCAGATCATTCTGTG
1610 1620 1630 1640 1650 1660

1750 1760 1770 1780 1790 1800

EMBOSS CTCAGTTAGCAGCTCATCCAGCTGG_GTAGGACCTTGCC

EMBOSS CTCGGTCAGCAGCTCATCCAGCTGGGTCAGGAAAGCCTTTTGGGAGCGTAGGACCTTGCC
1670 1680 1690 1700 1710 1720
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1810 1820 1830 1840 1850 1860
EMBOSS AGCCAGCGCTGGGATATGCAGGAGGACGGGGACAGCATTCAGCACCTACACCAGACA--G

EMBOSS AGCCAGCCCTGGGATGCGCAGGAGGAGGGGGACAACATTCAGCATCTACAGCTGACACAG
1730 1740 1750 1760 1770 1780

1870 1880 1890 1900 1910 1920
EMBOSS AACGGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCACCTGGACAAGTCTCAGGCCCCAGCC

EMBOSS AACGGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCACCTGGACCAGTCTCAGGCCCCAGCT
1790 1800 1810 1820 1830 1840

1930 1940 1950 1960 1970 1980
EMBOSS ATCTCCAGGTA-GACCCAGGGCCTGCCTGTCCTTACCACTGACCTCACCAAGTCCCTCCC

EMBOSS GCCTCCAGGGAAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCCCACCACTCACCTCCCCAAGTCCCTCCC

1850 1860 1870 1880 1890 1900
1990 2000 2010 2020 2030
EMBOSS CAAGTGCCAGCCTCCACCCTCTCTCCTTGCCC-—=—=———— AGAGGAGAAACCTAAAA-T

EMBOSS CAAGTGCCAGCCTCCACCCTCTCTCCTTGCCCTGGGCTGCCAGAGGAGAAACCTAAAAAT
1910 1920 1930 1940 1950 1960

2040 2050 2060 2070 2080 2090
EMBOSS CGAAATCTCTGACGTGGATAGGAGGTACAGAGTCCTTGGCCTCTCCTGGTGCCCCCTGAC

EMBOSS CAAAATCTCCAATGTGGACAGGAGGCACAGGGTCCTTGGCCTTTCTTGGTGCCCCCTGAC
1970 1980 1990 2000 2010 2020

2100 2110 2120 2130 2140 2150
EMBOSS CCGGGCACACCTCTCCCACGACCATGTCTGAGATGTCCCCTCCTCCTCCAGGCCCTTCTT

EMBOSS CCGGGCACACCTCTCCCACGACCGTATCTGAGATGTCTCCTCCTCCTCAAGGCCCTTCCT
2030 2040 2050 2060 2070 2080

2160 2170 2180 2190 2200 2210
EMBOSS A———CAGTGGGGTCTCCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCCATCTAT_

EMBOSS CTAGCAGTGAGCTCTTCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCACTCTATGCAAACCCTGCTCCT
2090 2100 2110 2120 2130 2140

2220 2230 2240 2250 2260 2270
EMBOSS -GCCCCAGTCCAGCCCCGGCACCTCTCGGGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCTCGGT

EMBOSS TGGAGGTCCGGCTGCAGTCCCGGCACCTCTCAGGAGCTCGCCCTGCAGAGACCCTGCGGT
2150 2160 2170 2180 2190 2200

2280 2290 2300 2310 2320 2330
EMBOSS CTCTCGCTCCGCACCTCGCGCAGAAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGG

EMBOSS CCCTCGCTCCACATCTCTCACAGAAAGCCCAGCTCCTCCTTCAATCCCTTCTGAGCTAGG

2210 2220 2230 2240 2250 2260
2340 2350 2360 2370 2380 2390
EMBOSS T[Se7N€E(@NE[SIGUNEINE]E, TACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAG

EMBOSS TCCAGTAGCCTGAGGAAGCGAGGGTCGTCGTACTCGAAGCGGCACCCGCAGGTGAGGGAG
2270 2280 2290 2300 2310 2320

236



ANEXOS

2400 2410 2420 2430 2440 2450
EMBOSS GCGATCACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCCTGGG

EMBOSS GCGATCACGTTGCTCGCCGCTTTGTTCAGGAGGCCGTTGGGGTGAAAGGGGCGTCCTGGG
2330 2340 2350 2360 2370 2380

2460 2470 2480 2490 2500 2510
EMBOSS GGTGGGAGATGCGGGTAAGGGGTCGCCTTCCCCGTCCCC CTTCCCAGTTCCCGCTTT]

EMBOSS GGCGGGAGATGCGGGTCAGGGGTCGCCTTCCCAGTCCTCCACCTTCCCAGTTCCCGCTTT
2390 2400 2410 2420 2430 2440

2520 2530 2540 2550 2560 2570
EMBOSS GTGCCCTTCTGCCCATCACCCACCGGAGTGGTTGGCGAAGGCGGCACAAAGGCAGGCGGC

EMBOSS GTGCCCCTCTGCCCATCACCCACTGGCTTGGTCGGCGAAGGCGGCACAGAGGCAGGCGGC
2450 2460 2470 2480 2490 2500

2580 2590 2600 2610 2620 2630
EMBOSS CTCCTCGGTCACCCACTGCTCCAGCGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCCHNNEEIGEA

EMBOSS CTCCTCGGTCACCCACCGCTCCAGGGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCGCAAGGTGGA
2510 2520 2530 2540 2550 2560

2640 2650 2660 2670 2680 2690
EMBOSS _CGCCTCTGCTCGCGCCACGCGGGCCCATAGCGCGCCAGGAACACCCCTGG

EMBOSS CACGGAGAAGCGCCTCTGCTCGCGCCACGCGTGTCCGTAGTGTGCCAGAAACACCCCTGG
2570 2580 2590 2600 2610 2620

2700 2710 2720 2730 2740 2750
EMBOSS GGGTGGGACGGGCACGTGCGCGTGGCCATGAAGGCATTAGCCCCACCATCCACCACCCAC

EMBOSS GGGCGGGACGGACACATGGGCGTGGTCATGGAGGCCTTGGCCCCGCCCTCCGCCGCCCAC
2630 2640 2650 2660 2670 2680

2760 2770 2780 2790 2800 2810
EMBOSS TCCAACCCTATGCTCCCCCTGGTCTCCCGCAGTCCCTGGCTCTGTCCAGCTGGTCACAGG

EMBOSS TCCAACCCTGTGCTTTTCCTGGTCTCCCGCAGTCCCTGGCCCTGTCCAGCTGGGCACAGG
2690 2700 2710 2720 2730 2740

2820 2830 2840 2850 2860 2870
EMBOSS GCCCACTCTTTGTGCATCCACCTTGCTCCCTTGGCTGGGGCAGGGCTTTGCCCCACCTCG

EMBOSS GCCTGCTCTTTGCTCACTCACCTTGCT ———————— TGGGTC ————— TTGGCCCCACCTTG
2750 2760 2770 2780
2880 2890 2900 2910 2920 2930

EMBOSS TCTCTGCCCACCCTGACCGCCTTTGCACTCAGGGAAGACCCCGCGGGCCCCGCGCCACCC

EMBOSS GCTCTTCCGACCCTGACTGCCTTTCCACTCAGGGAAGATCCCGCCCGTCCCGCCCCGCCC
2790 2800 2810 2820 2830 2840

2940 2950 2960 2970 2980
EMBOSS ACACTGAGCTTACAGCACAGGTGCGGTCCCCGCCCCCCACTTC--GACACCGGATTCCAG

EMBOSS ATACTGAGCCCACAGCAGAG —————— TCCAT———CCCGGCTTCTAGACACCCGCTTCCAG
2850 2860 2870 2880 2890
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2990 3000 3010 3020 3030 3040
EMBOSS CTGGGAAATGCGCCAGC----CTCACCCATTGGGCTCCTGCCAGGTCTCGGCAGTGGCCC
EMBOSS CTGGGAAAGGCGCCAGCTCCGCCCACCC————GGTTCCTGGTGGGTCTCGGCAGTTGCCC

2900 2910 2920 2930 2940 2950

3050 3060 3070 3080 3090 3100

EMBOSS CGCCCACTCGTCACAAGCCCCGC--CCTC--GTCCCCATGCTCACACCTCCCTAGTGCAG

EMBOSS CGCCCACTC———ACAAGCCCCTCTTCCTCCCGCCCACAGACTCGCACCTCCCCAGTGGAA

2960 2970 2980 2990 3000 3010
3110 3120 3130 3140
EMBOSS GTGGTTTCTTGGCCCGCTGTCCCCA-———— CTCGCTGGCCTGTTT-——————— CATGTCC

EMBOSS GTGGTTTCCTGGCTCGCTGTCCCCAACCCACTCACTGGCCTTTCTATGTGTCCCAAGTCC
3020 3030 3040 3050 3060 3070

3150 3160 3170 3180 3190 3200
EMBOSS ACGACCCCGCGCCCTCTCTGCCCAGCTCGGACTACGGTCATCACCCAC_

EMBOSS ACAACCCCACGCCCTCTCAGCCCAGCTTGGGCTACGGTCACCGCCCACCCAGGACCCACG
3080 3090 3100 3110 3120 3130

3210 3220 3230 3240 3250 3260
EMBOSS _TGTCTCTGTCCCC ACCGCTGCTTGCCTTGGGAACGCGGCCCGAARACCCAGGA

EMBOSS GAAACGCAGTCTCTGTCCCCCACCGCCGCTTGCCTTGGGAGCGCGGCCCGATGCCCAGGA
3140 3150 3160 3170 3180 3190

3270 3280 3290 3300 3310 3320
EMBOSS TCTGGGTGATGGGCACAGGCGGGCGGTCGGCGGTGTCCTCGCCGTGGGTCACCAGCGCCT

EMBOSS CCTGGTAGATGGGCGCAGGCGGGCGGTCGGCGGTGTCCTCGCCGCAGGTCACCAGAGCCT
3200 3210 3220 3230 3240 3250

3330 3340 3350 3360 3370 3380
EMBOSS CGCGCACGGCCGCCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCG_GCTGA

EMBOSS CACGCACGGCCGCCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCATCCAGGCCAGCTGCAGGCTGA
3260 3270 3280 3290 3300 3310

3390 3400 3410 3420 3430
EMBOSS ACACGTCCCCGAAGCGGCGCCGCAACTGCAGAGGGAGGGTCAGGGCCTC--TTG—==———

EMBOSS ACACGTCCCCAAAGCGGTGCCGCAGCTGTAGAGGGAGGGTCAGGGCCTCCGTTGGGTCAG

3320 3330 3340 3350 3360 3370
3440 3450 3460 3470 3480 3490
EMBOSS —-—-—————- TCAAGCCAGGATCCCCCCAGACTACAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTGGA

EMBOSS GGCCTCCATCAGGCCAGGGTCCCCCCAGACTGCAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTAGA
3380 3390 3400 3410 3420 3430

3500 3510 3520 3530 3540 3550
EMBOSS CGACCCCCGGGGCTACCAGGAGTGAGCAGGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCTGATCCT

EMBOSS CGACCCTCGGGGCTACCAGGAGTGAGCAGGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCCGATCCT
3440 3450 3460 3470 3480 3490
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EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

3560 3570 3580 3590 3600 3610
GGGGCGGGGGTGGGGGTCACACCTTCTGTGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCC

GGGGCGGGGATGGGG-TCACACCTTCTGTGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCC
3500 3510 3520 3530 3540 3550

3620 3630 3640 3650 3660 3670
AGGTATGACCTTGCAAGAGTCACCAAAATTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCC

AGGTATGACCTTGCAAGAGTCACCAAAATTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCC
3560 3570 3580 3590 3600 3610

3680 3690 3700 3710 3720 3730
CAGATGATGGTCCATGCCGGTGAGCAGTGAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTG

CAGATGATGGTCCATGCCGGTGAGCAGTGAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTG
3620 3630 3640 3650 3660 3670

AACCGGGTCCACTATATCCCTTCATCCTTGATTTCTAACTTACTCATTTATTTAGACCAT
3680 3690 3700 3710 3720 3730

3740

GTCTGGCTCTGTCACCCAGGCTGGAGCGCAATGGCGCGATCTTGGCTCACTGCAACCTCC
3740 3750 3760 3770 3780 3790

ACCTCCCGGGTTCAAGCAATTCACCTGCCTCAGCCTCCCATGTAGCTGGGATTACAGGTG
3800 3810 3820 3830 3840 3850

CCCACCACCGTGCCCCGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGGCAGGGTTTCACCATGTTG
3860 3870 3880 3890 3900 3910

GCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTTGTGATCCCCCCACCTTGGTCTCCCAAGATGCT
3920 3930 3940 3950 3960 3970

GGGATTACAGGTGTGAGCCACCGCGCCCAGCCGTTGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
3980 3990 4000 4010 4020 4030

TTTTTGAGACAGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGACTGGAGTGTAATGGTGTGTTCTCAGCT
4040 4050 4060 4070 4080 4090
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EMBOSS ———-=--———=—-——————————— TTCAT---—————-——- CCTC-———————————————

EMBOSS CACTTCAAGCTCTGCCTCATGGGTTCATGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCT
4100 4110 4120 4130 4140 4150

EMBOSS === === m o o
EMBOSS GGGACTACAGGTGCCCACCACCTCGCCTGGCTAATTGGTTTGTATCTTTAGTAGAGACGG
4160 4170 4180 4190 4200 4210
EMBOSS === === m o o
EMBOSS GTTTCATTGTGTTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTAACCTCATGATCCGCCCGCCTTAG
4220 4230 4240 4250 4260 4270
EMBOSS === === m o o
EMBOSS CCTCCCAAAGGGCCGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCGCCCGGCCTGATTTCTTATTCG
4280 4290 4300 4310 4320 4330
EMBOSS === === m o o
EMBOSS TTTATTTAGACATTGTCTGGCTGTGTCACCGAGGTTGCAAGGCAATGGCACAATCTCCAC
4340 4350 4360 4370 4380 4390
EMBOSS === === m o o
EMBOSS TCACTACAACCTCTGCCTCCTAAGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGC
4400 4410 4420 4430 4440 4450
EMBOSS === === m o o
EMBOSS TGGGATTGCAGGCGTGCACCACTGTGCCCAGCTCATTTTTTGTATGTTTAGTAGAGACCG
4460 4470 4480 4490 4500 4510
EMBOSS === == m = m o o e

EMBOSS GTTTTTGCCATGTTGGCCAGACTCATCTGGAACCCCTGACCTCAGGTGATCCGCCCACCT
4520 4530 4540 4550 4560 4570

3760
EMBOSS === == == m oo o o GATTTCGTGA

EMBOSS TGGCTTCCTTAAGTGCTGGGATTATAGGCGTGAGCCACCACGCACAGCCTGATTTCCTGA
4580 4590 4600 4610 4620 4630

3770 3780 3790 3800 3810 3820
EMBOSS TTTAAACGGCACTCAGGAC--TAACTCATCTTCCATTCCCAAGGCCTTTCCTTCTGGTGT

EMBOSS TTTAAACGGCACACAGGACCCTGACTCGTCTTCCATTCCCAAGGCCTTTCCTTCTGGTGT
4640 4650 4660 4670 4680 4690
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3830 3840 3850 3860 3870 3880
EMBOSS CAGCAGAAGGGACTTTGTACTCCATAACATATGTTGCCCAATGGGCTTGCATGCCCACTG

EMBOSS CAGCAGAGGGGACTTTGTGCTCC TAACATATGCTGCCCAATGGGCTTGCACGCCCACTG
4700 4710 4720 4730 4740 4750

3890 3900 3910 3920 3930 3940
EMBOSS CCAAGTCCAGCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTTTGGAAAATCCA

EMBOSS CCAAGTCCAGCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTTTGGAAAATCCC
4760 4770 4780 4790 4800 4810

3950 3960 3970 3980 3990 4000
EMBOSS GTCCTTCATGCCATGTATAAATGCCCTTCTCCAGGAAGTCCCCCAAACCTGCTTCCCCTT

EMBOSS ATCTTTCATGCCATGCATAAATGCCCTCCCCCAGGAAGTCCCTCAAATCTGCTTCCCCTT
4820 4830 4840 4850 4860 4870

4010 4020 4030 4040 4050 4060
EMBOSS CTCAGCCTGGCTTCTGGTCCAGCCTGTGGT_GCTGGTGGTG

EMBOSS CTCAGCCTGGCTTCTTGTCCAGACTGTGGCTCCACCCACCACCCATGTTTGCTGGTGGTG
4880 4890 4900 4910 4920 4930

4070 4080 4090 4100 4110 4120
EMBOSS GGGCATCCTCAGGACCTCTGCCGCCCTCCAGGACCTCCTCCCTCACCTGGTCGAAGCAGT

EMBOSS GGGGATCCTCAGGACCTC ——————————————————— CTCCCTCACCTGGTTGAAGGTGT
4940 4950 4960 4970
4130 4140 4150 4160 4170 4180

EMBOSS ATGGTGTGTTCTGGAAGTCCACATGCAGCAGGTTGCCCAGCCCGGGC_

EMBOSS ATA———TGTTCTGGAAGTCCACATGCAGCAAGTTGCCCAGCCCGGGCAGTGGCAGGGGGC
4980 4990 5000 5010 5020

4190 4200 4210 4220 4230 4240
EMBOSS -GTGGGTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGCCGGTGCATCAGGTCCACCAGGAGCAGGA

EMBOSS CTGGCGGGTAGCGTGCAGTCCAGCGTTGGTGCTGCTGCATCAGGTCCACCAGGAGCAGGA
5030 5040 5050 5060 5070 5080

4250 4260 4270 4280 4290 4300
EMBOSS AGATGGCCACTATCACGGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGCCCCATACCTGCCTCACTAC

EMBOSS AGATGGCCACTGTCACTGCCAGGGGCACCAGTGCATCCAGCCCCATGGCTGCCTCACTGC
5090 5100 5110 5120 5130 5140
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2D7 2D8

>>EMBOSS 001 (5149 nt)
Waterman-Eggert score: 17250; 411.5 bits; E(1) < 3e-117
73.0% identity (73.0% similar) in 5213 nt overlap (73-4267:1-5149)

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

242

80 90 100 110 120 130
ATTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCGTAGGGGGATGGGGTCACCAGAAAGCTGACGAC

ACTCTAGCGGGGCACAGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGCGTCACCAGAAAGCCGACGAC
10 20 30 40 50 60

140 150 160 170 180 190
ACGAGAGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCC_CTGAAGTGCTGCAGCAG

ACGAGAGTGGCTGGGCCGGGGCTGTCCGGTGGGCACCGAGAAGCTGAAGTGCTGCAGCAG
70 80 90 100 110 120

200 210 220 230 240 250
GGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCCATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGAGGCATGCACGGCG

GGAGGTGAAGAAGAGGAAGAGCTCTATGCGGGCCAGGGGCTCCCCGAGGCATGCACGGCG
130 140 150 160 170 180

260 270 280 290 300 310

GCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGCC T GG G2 C

GCCTGTGGGGAGGGGAGGGGCGTCAGTGAGCCTGGCTCCCGGGTGATACCCCTGCAAGAC
190 200 210 220 230 240

320 330 340 350 360 370
TCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGAGAAAGGCAGGAAG

TCCACGGAAGGGGACAGGGAGCCGGGCTCCCCACAGGCACCTGCTGAGAAAGGCAGGAAG
250 260 270 280 290 300

380 390 400 410 420 430
GCCTCCGGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGGGTGGAAGCGGAAG

GCCTCCAGCTTCACAAAGTGGCCCTGGGCATCCAGGAAGTGTTCGGGGTGGAAGCGGAAG
310 320 330 340 350 360

40 50 460 470 480 490

GGC_CCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGTGATGAGTGTCGTT

GGCTTCTCCCAGACGGCCTCATCCTTCAGCACCGATGACAGGTTGGTGAAGAGCATCATC
370 380 390 400 410 420

500 510 520 530 540 550
CCCTGGGCAGGAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGATGCTGGGACCCCTG

CCCTGGGCAGGAGATGCAGGGTGAGAGTGGGGACTGGACTCTAGGATGCTGGGACCCC-—
430 440 450 460 470

560 570 580 590 600 610
CCACCAAACACACGGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACTCTGTCAACTAGTC

————CAAGCACACAGGGGACACACACTGCCTGGCACACAGCTGGACTCTGTCAACTAGTC
480 490 500 510 520 530
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EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

620 630 640 650 660 670
CTGCGCCCGAGAAGCTCCACAGTACCCTCTCCGACCCCACAGCAGGGCGCAGTCACACCT

CTGTGCCCGAGAAGCTCCAGAGCACCCTCTCCGACCCCACGGCAGGGCGCAGTCACACCT
540 550 560 570 580 590

680 690 700 710 720 730
CTCAGAGGCACCCACACTGCCCCCTCTCCCTGCAGGCGCTGGG-TCCTCCAACATTCTGG

CCTGGGAGCGCCCACGCTACCCCCTCTCCCTACAGGTATTGGGGTCCTCCAACATTCTGG
600 610 620 630 640 650

740 750 760 770 780 790
CAGGTCCTGATTTGTCTTCCCCACTAGACGGGGGCTCTGGATGGACAGGCCAGCCCTGCC

CAGGTCCTGGTCTGCCTTCCCCACTAGACTGGGGCTCTGGATGGACAGGCCAGCCCTGCC
660 670 680 690 700 710

800 810 820 830 840 850
TATACTCTGGACCCCCCATCCAAGCGGGGACAGTCAGTGTGGTGGCATTGAGGACTAGGT

TATACTCTGCACCCCACACCCAGGCTGGGACAGTCGATGTGGTGGCATTGAGGACTGGGT
720 730 740 750 760 770

860 870 880 890 900 910

GGCCAGGGTTCCTAGAGTGGGCCCACCTGGC_ACC GGGG

GGCCAGGGTTCCTAGACTGGGCCCACCTGGCAGTGGCCATGCTGGGGCTATCACCAGGGG
780 790 800 810 820 830

920 930 940 950 960 970
CTGATGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGCGCCAGGCCTACCTTAGGGATGCGGAAGCCCTGT

CTGGTGCTGAGCTGGGGTGAGGAGGGTGCCAGGCCTACCTTAGGGATGCGGAAGCCCTGT
840 850 860 870 880 890

980 990 1000 1010 1020 1030
ACTTCGATGTCATGGGATGTCATATGGGTCACACTCAGGGGGATGATGTCCCCAAAGCGC

ACTTCGATGTCACGGGATGTCATATGGGTCACACCCAGGGGGACGATGTCCCCAAAGCGC
900 910 920 930 940 950

1040 1050 1060 1070 1080 1090
o G T G TAGGGCATGTGAGCCTGGTCACCCATCTCTGGT

TGCACCTCGTGAATCACGGCAGTGGTGCAGGGCATGCGAGCCTGGTCACCCATCTCTGGT
960 970 980 990 1000 1010

1100 1110 1120 1130 1140 1150
CGCCGCACCTGCCCTATCACGTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGGACTGGACAGACATGC

CACCACACCTGCCCTATCACGTTGTCGATCT———GTTGGACACGGCCTGGACAGACACGC

1020 1030 1040 1050 1060 1070
1160 1170 1180 1190 1200
GTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGGAC-————————— ACTCTCCTTCGTCCTGTGTT

GTCCCCACAATGGGTCAGCACCCAGGGGACCAGCCCTGACACTCTCCTGCCTCCTGTGTT
1080 1090 1100 1110 1120 1130
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1210 1220 1230 1240 1250 1260
EMBOSS GGAGGAAGTTAGGCTTACAGGAGCCTGGCCACGCCTGTGCTGGAAGCCCCGGGTGTCCCA

EMBOSS GGAGGAGGTTAGGCTTACAGGAACCTGGCCAAGCCTGTGCTTGGAGTCCCGGGTGTCCCA
1140 1150 1160 1170 1180 1190

1270 1280 1290 1300 1310 1320
EMBOSS GCTAAGCCCAGGGGCCCCCAGC RS EIEEIEEEMEACTCCCTGCCTTGGGCCCCAG

EMBOSS GCTAAGCTCAGGGGCCCCCACCTGTACCCTTCCTCCCTTGCCCCCTGCACTGGGCCCCAG
1200 1210 1220 1230 1240 1250

1330 1340 1350 1360 1370 1380
EMBOSS CTGGGCTCACGCTGCACATCCAGGTGTAGGATCATGAGCAGGAGGCCCCAGGCCAGCGTG

EMBOSS CTGGGCTCACGCTGCACATCCGGGCGTAGGATCATGAGCAGGAGGCCCCAGGCCAGCGTG
1260 1270 1280 1290 1300 1310

1390 1400 1410 1420 1430 1440
EMBOSS GTCAAGGTGGTCACCATCCCGGCAAGGAACAGGTTACCCACCACTATGCG_

EMBOSS ATCGAGGTGGTCACCATCCCGGCAAAGAACAGGTCAGCCACCACCATGCGCAGGTTCTCA
1320 1330 1340 1350 1360 1370

1450 1460 1470 1480 1490 1500
EMBOSS [HSEEEEEEH G TCTCAGGGCTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCCGAGAGGATACTCAGGG

EMBOSS TCATTGAAGCTGCTCTCAGGGTTCCCCTTGGCCTGAGCAGGGCTGAGAGGGTACTCAGGG
1380 1390 1400 1410 1420 1430

1510 1520 1530 1540 1550
EMBOSS GATAGAACGGGGTAGCCCCCAAATGACCTCCA-ATTCTGCACCTGTCAGCCCAGATGCGG

EMBOSS GACAGAACGGGAAAGCCCCCAAATGACCTCCACATTCTGCACCTGTCAGCCCAGGTGCCA
1440 1450 1460 1470 1480 1490

1560 1570 1580 1590 1600 1610
EMBOSS CTCGCCGGGTGATGCACTGGTCCAACCTTTTGCCCAGCCTCCCCTCATTCCTCCTGGGAC

EMBOSS CTTGCCAAGTGATCCAATGGACCCACCTTTTGCCTG —————— CCTCATTCCTCCCGG AC
1500 1510 1520 1530 1540
1620 1630 1640 1650 1660 1670

EMBOSS _GCCCCCCACCGTGGCAGCCACTCTCACCTTCTCCTTCTTTGC

EMBOSS GCTCAACCCACCACCCCTGGTCCCTACCGTGTCAGCCACTCTCACCTTCTCCTTCTCTGC
1550 1560 1570 1580 1590 1600

1680 1690 1700 1710 1720 1730
EMBOSS CAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGTGGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCCTGTGCTC

EMBOSS CAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGTGGCTAGGCTGGGTCCCAGATCATTCTGTGCTC
1610 1620 1630 1640 1650 1660

1740 1750 1760 1770 1780 1790

EMBOSS AGTTAGCAGCTCATCCAGCTGG_GTAGGACCTTGCCAGC

EMBOSS GGTCAGCAGCTCATCCAGCTGGGTCAGGAAAGCCTTTTGGGAGCGTAGGACCTTGCCAGC
1670 1680 1690 1700 1710 1720
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1800 1810 1820 1830 1840 1850
EMBOSS CAGCGCTGGGATGTGCAGGAGGACGGGGACAGCATTCAGCACCTACACCAGACA--GAAC

EMBOSS CAGCCCTGGGATGCGCAGGAGGAGGGGGACAACATTCAGCATCTACAGCTGACACAGAAC
1730 1740 1750 1760 1770 1780

1860 1870 1880 1890 1900 1910
EMBOSS GGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCATCTGGACCAGTCTCAGGCCCCAGCCATC

EMBOSS GGGGTCTCAATCCCTCCTGTGCTCTGCGTTCACCTGGACCAGTCTCAGGCCCCAGCTGCC
1790 1800 1810 1820 1830 1840

1920 1930 1940 1950 1960 1970
EMBOSS TCCAGG-AAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCTTACCACTGACCTCACCAAGTCCCTCCCCAA

EMBOSS TCCAGGGAAGACCCAGGGCCTGCCTGTCCCCACCACTCACCTCCCCAAGTCCCTCCCCAA

1850 1860 1870 1880 1890 1900
1980 1990 2000 2010 2020
EMBOSS GTGCCAGCCTCCACCCTCTCTCTCCTTGCCC——=—————— AGAGGAGAGACCTAAAA-TC

EMBOSS GTGCCAGCCTCCACCCTCTCT——CCTTGCCCTGGGCTGCCAGAGGAGAAACCTAAAAATC
1910 1920 1930 1940 1950 1960

2030 2040 2050 2060 2070 2080
EMBOSS GAAATCTCCAACGTGGACGGG-GGTACAGAGTCCTTGGCCTCTCCTGGTGCCCCCTGACC

EMBOSS AAAATCTCCAATGTGGACAGGAGGCACAGGGTCCTTGGCCTTTCTTGGTGCCCCCTGACC
1970 1980 1990 2000 2010 2020

2090 2100 2110 2120 2130 2140
EMBOSS CGGGCACACCTCTCCCACGACCATGTCTGAGATGTCCCCTCCTCCTCCAGGCCCTTCTTA

EMBOSS CGGGCACACCTCTCCCACGACCGTATCTGAGATGTCTCCTCCTCCTCAAGGCCCTTCCTC

2030 2040 2050 2060 2070 2080
2150 2160 2170 2180 2190 2200
EMBOSS ———CAGTGGGGTCTCCTGGAATGTCCTTTCCCAAACCCATCTAC_
EMBOSS TAGCAGTGAGCTCTTCTGGAATGICCTTTCCCARACCACTCTATGCARRCCCTGCTCCTT
2090 2100 2110 2120 2130 2140
2210 2220 2230 2240 2250

EMBOSS -GCCCCAGTCCAGCCCCGGCACCTCTCAGGAGCTCGCCCTGCAAAGACCCTT —————

EMBOSS GGAGGTCCGGCTGCAGTCCCGGCACCTCTCAGGAGCTCGCCCTGCAGAGACCCTGCGGTC

2150 2160 2170 2180 2190 2200
2260 2270 2280 2290 2300 2310
EMBOSS —----GCTCCGCACCTCGCGCAGGAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGGT

EMBOSS CCTCGCTCCACATCTCTCACAGAAAGCCCAGCTCCTCCTTCAATCCCTTCTGAGCTAGGT

2210 2220 2230 2240 2250 2260
2320 2330 2340 2350 2360 2370
JHUISIORISIIC CAGCAGCCTGAGG TACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAGG

EMBOSS CCAGTAGCCTGAGGAAGCGAGGGTCGTCGTACTCGAAGCGGCACCCGCAGGTGAGGGAGG
2270 2280 2290 2300 2310 2320

7% VNIVERSIDAD
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2380 2390 2400 2410 2420 2430
EMBOSS CGATCACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCCTGGGG

EMBOSS CGATCACGTTGCTCGCCGCTTTGTTCAGGAGGCCGTTGGGGTGAAAGGGGCGTCCTGGGG
2330 2340 2350 2360 2370 2380

2440 2450 2460 2470 2480 2490
EMBOSS GTGGGAGATGCGGGTAAGGGGTCGCCTTCTCCGTCCCCEEESINe(elerNEUHCee(EGUNEN|

EMBOSS GCGGGAGATGCGGGTCAGGGGTCGCCTTCCCAGTCCTCCACCTTCCCAGTTCCCGCTTTG
2390 2400 2410 2420 2430 2440

2500 2510 2520 2530 2540 2550
EMBOSS TGCCCTTCTGCCCATCACCCACCGGCTTGGTCGGCGAAGGCGGCACAAAGGCAGGCGGCC

EMBOSS TGCCCCTCTGCCCATCACCCACTGGCTTGGTCGGCGAAGGCGGCACAGAGGCAGGCGGCC
2450 2460 2470 2480 2490 2500

2560 2570 2580 2590 2600 2610
EMBOSS TCCTCGGTCACCCACTGCTCCAGCGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCCHRREEIEERE

EMBOSS TCCTCGGTCACCCACCGCTCCAGGGACTTCTTGCCCAGGCCCAAGTTGCGCAAGGTGGAC
2510 2520 2530 2540 2550 2560

2620 2630 2640 2650 2660 2670
EMBOSS _CGCCTCTGCTCGCGCCACGCGGGCCCATAGCGCGACAGGAACACCCCTGGG

EMBOSS ACGGAGAAGCGCCTCTGCTCGCGCCACGCGTGTCCGTAGTGTGCCAGAAACACCCCTGGG
2570 2580 2590 2600 2610 2620

2680 2690 2700 2710 2720 2730
EMBOSS GGCGGGACGGACACGTGGGCGTTGCCATGAAGGCCTTGGCCCCACCCTCCGCCACCCACT

EMBOSS GGCGGGACGGACACATGGGCGTGGTCATGGAGGCCTTGGCCCCGCCCTCCGCCGCCCACT
2630 2640 2650 2660 2670 2680

2740 2750 2760 2770 2780 2790
EMBOSS CCAACCCTGGCGCTCCACAAGGTCTCCCGCAGTCCCTAGCCCGGTCCAGCTGGGCACAGG

EMBOSS CCAACCCTGT- GCTTTTCCTGGTCTCCCGCAGTCCCTGGCCCTGTCCAGCTGGGCACAGG
2690 2700 2710 2720 2730 2740

2800 2810 2820 2830 2840 2850
EMBOSS GCCCACTCTTTGCTCACCCACATTGCTCCCCTGCCTGGGGCGGGGTTTGGCCCCACCTCG

EMBOSS GCCTGCTCTTTGCTCACTCACCTTGCT ———————— TGGGTC ————— TTGGCCCCACCTTG
2750 2760 2770 2780
2860 2870 2880 2890 2900

EMBOSS TCTCTGCCCACCCTGACCACCTTTCCACTCAAGGAAGATCCCGCCCGTCCCGCCC———-——

EMBOSS GCTCTTCCGACCCTGACTGCCTTTCCACTCAGGGAAGATCCCGCCCGTCCCGCCCCGCCC

2790 2800 2810 2820 2830 2840
2910 2920 2930 2940 2950
EMBOSS GGACACTGAGCCCGCAGCATAGGCGCTCCCCGC——=———— CACCGCCACTTCGA-—————

EMBOSS ATACTGAGCCCACAGCAGAGTCCA——TCCCGGCTTCTAGACAC——CCGCTTCCAGCTGGG
2850 2860 2870 2880 2890 2900
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2960 2970 2980 2990 3000
EMBOSS ----- CGCATCAGCCTCGCCCACCGGGCTTCTGGCGGGTCTGGGCAGTAGCCCCGLCCC -

EMBOSS AAAGGCGC——CAGCTCCGCCCACCCGGTTCCTGGTGGGTCTCGGCAGTTGCCCCGCCCAC

2910 2920 2930 2940 2950 2960
3010 3020 3030 3040 3050
EMBOSS --————————————— CCTCCCAGCCCACAGACTCGCACCTCCCCCGTGCAGGTGGTTTCC

EMBOSS TCACAAGCCCCTCTTCCTCCC- GCCCACAGACTCGCACCTCCCCAGTGGAAGTGGTTTCC
2970 2980 2990 3000 3010 3020

3060 3070 3080 3090 3100 3110
EMBOSS TGGCCCACTGTCCTCAGCCCACTCGCTGGCCTTTATCTCTGTTTCACGTCCAGGACCCCA

EMBOSS TGGCTCGCTGTCCCCAACCCACTCACTGGCCTTTCTATGTGTCCCAAGTCC CAACCCCA
3030 3040 3050 3060 3070 3080

3120 3130 3140 3150 3160 3170
EMBOSS CGCCCTGTCGGCGCTGCTTGGGCTACGGTCACTGTCCAC_GG

EMBOSS CGCCCTCTCAGCCCAGCTTGGGCTACGGTCACCGCCCACCCAGGACCCACGGAAACGCAG
3090 3100 3110 3120 3130 3140

3180 3190 3200 3210 3220 3230
EMBOSS TCTCTGTCCCCCACCGCCGCTTGCCTTGGGAACGCGGCCCGAAGCCCAGGACCTGGTAGA

EMBOSS TCTCTGTCCCCCACCGCCGCTTGCCTTGGGAGCGCGGCCCGATGCCCAGGACCTGGTAGA
3150 3160 3170 3180 3190 3200

3240 3250 3260 3270 3280 3290
EMBOSS TGGGCGCAGGCGGGCGGTCGGCCGTGTCCTCGCCGCGGGTCACCATCGCCTCGCGCACGG

EMBOSS TGGGCGCAGGCGGGCGGTCGGCGGTGTCCTCGCCGCAGGTCACCAGAGCCTCACGCACGG
3210 3220 3230 3240 3250 3260

3300 3310 3320 3330 3340 3350
EMBOSS CCGCCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCCHEREEEOREEMEEAE C TGAACACGTCCC

EMBOSS CCGCCAGCCCATTGAGCACGACCACCGGCATCCAGGCCAGCTGCAGGCTGAACACGTCCC

3270 3280 3290 3300 3310 3320
3360 3370 3380 3390
EMBOSS CGAAGCGGCGCCGCAACTGCAGAGGGAGGGTCAGGGCCTC--TTG——====———————— T

EMBOSS CAAAGCGGTGCCGCAGCTGTAGAGGGAGGGTCAGGGCCTCCGTTGGGTCAGGGCCTCCAT
3330 3340 3350 3360 3370 3380

3400 3410 3420 3430 3440 3450
EMBOSS CAAGCCAGGATCCCCCCAGACTACAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTGGACGACCCCCG

EMBOSS CAGGCCAGGGTCCCCCCAGACTGCAGGTCCTAGTCCTATTTGAACCTTAGACGACCCTCG
3390 3400 3410 3420 3430 3440

3460 3470 3480 3490 3500 3510
EMBOSS GGGCTACCAGGAGTGAGCAGGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCTGATCCTGGGGCGGGG

EMBOSS GGGCTACCAGGAGTGAGCAGGTGGAAGGAGGAGACCCAGCCTCCCGATCCTGGGGCGGGEG
3450 3460 3470 3480 3490 3500

7% VNIVERSIDAD
987D SALAMANCA
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3520 3530 3540 3550 3560 3570
EMBOSS GTGGGGGTCACACCTTCTGTGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCCAGGTATGAC

EMBOSS ATGGGG-TCACACCTTCTGTGATGGAGGAACTCAGTTTGGATGCGTCACCCAGGTATGAC
3510 3520 3530 3540 3550 3560

3580 3590 3600 3610 3620 3630
EMBOSS CTTGCAAGAGTCACCAAAATTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCCCAGATGATG

EMBOSS CTTGCAAGAGTCACCAAAATTGCCGAGAGGCCCCAGTTAGCATCCCATTCCCAGATGATG
3570 3580 3590 3600 3610 3620

3640 3650 3660 3670 3680 3690
EMBOSS GTCCATGCCGGTGAGCAGTGAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTGAACCGGGTC

EMBOSS GTCCATGCCGGTGAGCAGTGAGGCCCGAGGACCCACAGTGCAAAAGGTTTGAACCGGGTC
3630 3640 3650 3660 3670 3680

EMBOSS === === m o o

EMBOSS CACTATATCCCTTCATCCTTGATTTCTAACTTACTCATTTATTTAGACCATGTCTGGCTC
3690 3700 3710 3720 3730 3740

3700
EMBOSS ———===——=———— oo m oo ACTGCA-————-————————-

EMBOSS TGTCACCCAGGCTGGAGCGCAATGGCGCGATCTTGGCTCACTGCAACCTCCACCTCCCGG

3750 3760 3770 3780 3790 3800
EMBOSS === === m o o
EMBOSS GTTCAAGCAATTCACCTGCCTCAGCCTCCCATGTAGCTGGGATTACAGGTGCCCACCACC

3810 3820 3830 3840 3850 3860
EMBOSS === === m o o
EMBOSS GTGCCCCGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGGCAGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTG

3870 3880 3890 3900 3910 3920

EMBOSS ———---——==—————————————— CCCCC-—m——mmmm oo m oo

EMBOSS GTCTCGAACTCCTGACCTTGTGATCCCCCCACCTTGGTCTCCCAAGATGCTGGGATTACA
3930 3940 3950 3960 3970 3980
EMBOSS === === m o o
EMBOSS GGTGTGAGCCACCGCGCCCAGCCGTTGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGA
3990 4000 4010 4020 4030 4040
EMBOSS === === m o o

EMBOSS CAGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGACTGGAGTGTAATGGTGTGTTCTCAGCTCACTTCAAG
4050 4060 4070 4080 4090 4100
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EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

EMBOSS

CTCTGCCTCATGGGTTCATGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTACA
4110 4120 4130 4140 4150 4160

GGTGCCCACCACCTCGCCTGGCTAATTGGTTTGTATCTTTAGTAGAGACGGGTTTCATTG
4170 4180 4190 4200 4210 4220

TGTTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTAACCTCATGATCCGCCCGCCTTAGCCTCCCAAA
4230 4240 4250 4260 4270 4280

GGGCCGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCGCCCGGCCTGATTTCTTATTCGTTTATTTAG
4290 4300 4310 4320 4330 4340

ACATTGTCTGGCTGTGTCACCGAGGTTGCAAGGCAATGGCACAATCTCCACTCACTACAA
4350 4360 4370 4380 4390 4400

CCTCTGCCTCCTAAGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTGC
4410 4420 4430 4440 4450 4460

AGGCGTGCACCACTGTGCCCAGCTCATTTTTTGTATGTTTAGTAGAGACCGGTTTTTGCC
4470 4480 4490 4500 4510 4520

ATGTTGGCCAGACTCATCTGGAACCCCTGACCTCAGGTGATCCGCCCACCTTGGCTTCCT
4530 4540 4550 4560 4570 4580

3720 3730
————————————————————————————————————————— GATTTCGTGATTTAAACGG

TAAGTGCTGGGATTATAGGCGTGAGCCACCACGCACAGCCTGATTTCCTGATTTAAACGG
4590 4600 4610 4620 4630 4640

3740 3750 3760 3770 3780 3790
CACTCAGGAC--TAACTCATCTTCCATTCCCAAGGCCTTTCCTTCTGGTGTCAGCAGAAG

CACACAGGACCCTGACTCGTCTTCCATTCCCAAGGCCTTTCCTTCTGGTGTCAGCAGAGG
4650 4660 4670 4680 4690 4700

. VNiVERSiDAD
‘D SALAMANCA

249



ANEXOS

3800 3810 3820 3830 3840 3850
EMBOSS GGACTTTGTACTCCATAACATATGTTGCCCAATGGGCTTGCATGCCCACTGCCAAGTCCA

EMBOSS GGACTTTGTGCTCC TAACATATGCTGCCCAATGGGCTTGCACGCCCACTGCCAAGTCCA
4710 4720 4730 4740 4750

3860 3870 3880 3890 3900 3910
EMBOSS GCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTTTGGAAAATCCAGTCCTTCAT

EMBOSS GCTCCACCTCCAGGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGGCCTTTGGAAAATCCCATCTTTCAT
4760 4770 4780 4790 4800 4810

3920 3930 3940 3950 3960 3970
EMBOSS GCCATGTATAAATGTCCTTCCCCAGGACGTCCCCCAAACCTGCTTCCCCTTCTCAGCCTG

EMBOSS GCCATGCATAAATGCCCTCCCCCAGGAAGTCCCTCAAATCTGCTTCCCCTTCTCAGCCTG
4820 4830 4840 4850 4860 4870

3980 3990 4000 4010 4020 4030
EMBOSS GCTTCTGATCCAGCCTGTGGT_GCTGGTGGTGGGGCATCCT

EMBOSS GCTTCTTGTCCAGACTGTGGCTCCACCCACCACCCATGTTTGCTGGTGGTGGGGGATCCT
4880 4890 4900 4910 4920 4930

4040 4050 4060 4070 4080 4090
EMBOSS CAGGACCTCTGCCGCCCTCCAGGACCTCCTCCCTCACCTGGTCGAAGCAGTATGGTGTGT

EMBOSS CAGGACCTC-—————————————————— CTCCCTCACCTGGTTGAAGGTGTA———TATGT
4940 4950 4960 4970

4100 4110 4120 4130 4140 4150
EMBOSS TCTGGAAGTCCACATGCAGCAAGGTTGCCCAGCCCGGGCHEIEEOREEEERENNE CcGG

EMBOSS TCTGGAAGTCCACATGCAGCAAG-TTGCCCAGCCCGGGCAGTGGCAGGGGGCCTGGCGGG
4980 4990 5000 5010 5020 5030

4160 4170 4180 4190 4200 4210
EMBOSS TAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGTGCCGGTGCATCAGGTCCACCAGGAGCAGGAAGATGGCC

EMBOSS TAGCGTGCAGTCCAGCGTTGGTGCTGCTGCATCAGGTCCACCAGGAGCAGGAAGATGGCC
5040 5050 5060 5070 5080 5090

4220 4230 4240 4250 4260
EMBOSS ACTATCATGGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGCCCCATGGCTGCCTCACTACC

EMBOSS ACTGTCACTGCCAGGGGCACCAGTGCATCCAGCCCCATGGCTGCCTCACTGCC
5100 5110 5120 5130 5140
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ANEXO 5. CLASIFICACION ACTUAL ATC

A ALIMENTARY TRACT AND METABOLISM
A01 STOMATOLOGICAL PREPARATIONS
A02 DRUGS FOR ACID RELATED DISORDERS
A03 DRUGS FOR FUNCTIONAL GASTROINTESTINAL DISORDERS
A04 ANTIEMETICS AND ANTINAUSEANTS
A05 BILE AND LIVER THERAPY
A06 DRUGS FOR CONSTIPATION

A07 ANTIDIARRHEALS, INTESTINAL ANTIINFLAMMATORY/ANTIINFECTIVE
AGENTS

A08 ANTIOBESITY PREPARATIONS, EXCL. DIET PRODUCTS
A09 DIGESTIVES, INCL. ENZYMES

A10 DRUGS USED IN DIABETES

All VITAMINS

A12 MINERAL SUPPLEMENTS

A13 TONICS

A14 ANABOLIC AGENTS FOR SYSTEMIC USE

A15 APPETITE STIMULANTS

A16 OTHER ALIMENTARY TRACT AND METABOLISM PRODUCTS

B BLOOD AND BLOOD FORMING ORGANS
B01 ANTITHROMBOTIC AGENTS
B02 ANTIHEMORRHAGICS
B03 ANTIANEMIC PREPARATIONS
B05 BLOOD SUBSTITUTES AND PERFUSION SOLUTIONS

B06 OTHER HEMATOLOGICAL AGENTS
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C CARDIOVASCULAR SYSTEM
C01 CARDIAC THERAPY
C02 ANTIHYPERTENSIVES
C03 DIURETICS
C04 PERIPHERAL VASODILATORS
C05 VASOPROTECTIVES
C07 BETA BLOCKING AGENTS
C08 CALCIUM CHANNEL BLOCKERS
C09 AGENTS ACTING ON THE RENIN-ANGIOTENSIN SYSTEM

C10 LIPID MODIFYING AGENTS

D DERMATOLOGICALS
D01 ANTIFUNGALS FOR DERMATOLOGICAL USE
D02 EMOLLIENTS AND PROTECTIVES
D03 PREPARATIONS FOR TREATMENT OF WOUNDS AND ULCERS
D04 ANTIPRURITICS, INCL. ANTIHISTAMINES, ANESTHETICS, ETC.
D05 ANTIPSORIATICS
D06 ANTIBIOTICS AND CHEMOTHERAPEUTICS FOR DERMATOLOGICAL USE
D07 CORTICOSTEROIDS, DERMATOLOGICAL PREPARATIONS
D08 ANTISEPTICS AND DISINFECTANTS
D09 MEDICATED DRESSINGS
D10 ANTI-ACNE PREPARATIONS

D11 OTHER DERMATOLOGICAL PREPARATIONS

G GENITO URINARY SYSTEM AND SEX HORMONES
GO01 GYNECOLOGICAL ANTIINFECTIVES AND ANTISEPTICS
G02 OTHER GYNECOLOGICALS
G03 SEX HORMONES AND MODULATORS OF THE GENITAL SYSTEM

G04 UROLOGICALS
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H SYSTEMIC HORMONAL PREPARATIONS, EXCL. SEX HORMONES AND INSULINS
HO1 PITUITARY AND HYPOTHALAMIC HORMONES AND ANALOGUES
H02 CORTICOSTEROIDS FOR SYSTEMIC USE
HO03 THYROID THERAPY
H04 PANCREATIC HORMONES

H05 CALCIUM HOMEOSTASIS

J ANTIINFECTIVES FOR SYSTEMIC USE
JO1 ANTIBACTERIALS FOR SYSTEMIC USE
J02 ANTIMYCOTICS FOR SYSTEMIC USE
J04 ANTIMYCOBACTERIALS
JO5 ANTIVIRALS FOR SYSTEMIC USE
J06 IMMUNE SERA AND IMMUNOGLOBULINS

JO7 VACCINES

L ANTINEOPLASTIC AND IMMUNOMODULATING AGENTS
LO1 ANTINEOPLASTIC AGENTS
L02 ENDOCRINE THERAPY
L03 IMMUNOSTIMULANTS

L04 IMMUNOSUPPRESSANTS

M MUSCULO-SKELETAL SYSTEM
MO1 ANTIINFLAMMATORY AND ANTIRHEUMATIC PRODUCTS
MO02 TOPICAL PRODUCTS FOR JOINT AND MUSCULAR PAIN
MO03 MUSCLE RELAXANTS
M04 ANTIGOUT PREPARATIONS
MO05 DRUGS FOR TREATMENT OF BONE DISEASES

M09 OTHER DRUGS FOR DISORDERS OF THE MUSCULO-SKELETAL SYSTEM
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N NERVOUS SYSTEM
NO1 ANESTHETICS
NO02 ANALGESICS
NO3 ANTIEPILEPTICS
NO04 ANTI-PARKINSON DRUGS
NO5 PSYCHOLEPTICS
NO06 PSYCHOANALEPTICS

NO7 OTHER NERVOUS SYSTEM DRUGS

P ANTIPARASITIC PRODUCTS, INSECTICIDES AND REPELLENTS
P01 ANTIPROTOZOALS
P02 ANTHELMINTICS

P03 ECTOPARASITICIDES, INCL. SCABICIDES, INSECTICIDES AND REPELLENTS

R RESPIRATORY SYSTEM
RO1 NASAL PREPARATIONS
R02 THROAT PREPARATIONS
R03 DRUGS FOR OBSTRUCTIVE AIRWAY DISEASES
R05 COUGH AND COLD PREPARATIONS
R06 ANTIHISTAMINES FOR SYSTEMIC USE

RO7 OTHER RESPIRATORY SYSTEM PRODUCTS

S SENSORY ORGANS
S01 OPHTHALMOLOGICALS
S02 OTOLOGICALS

S03 OPHTHALMOLOGICAL AND OTOLOGICAL PREPARATIONS
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V VARIOUS
V01 ALLERGENS
V03 ALL OTHER THERAPEUTIC PRODUCTS
V04 DIAGNOSTIC AGENTS
V06 GENERAL NUTRIENTS
V07 ALL OTHER NON-THERAPEUTIC PRODUCTS
V08 CONTRAST MEDIA
V09 DIAGNOSTIC RADIOPHARMACEUTICALS
V10 THERAPEUTIC RADIOPHARMACEUTICALS

V20 SURGICAL DRESSINGS
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ANEXO 6. RESUMEN DE LOS MEDICAMENTOS Y PRINCIPIOS ACTIVOS DE LOS
MISMOS EN FUNCION DE SU CLASIFICACION ATC

MEDICAMENTO PRINCIPIO ACTIVO Codigo ATC
AO01ADOS5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A01ADO05
ACETYLSALICYLIC ACID BO1ACO06 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=B01AC06
N02BAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02BAO1
ABILIFY ARIPIPRAZOLE NOSAX12 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AX12
ACENOCOUMAROL BO1AAO7 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B01AAQ7
ACETAZOLAMIDE SO1ECO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=S01ECO01
ACETYLCYSTEINE RO5CBO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R05CBO01
ACICLOVIR JOSABO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=JOSAB
ASCORBIC ACID (VIT C) A11GAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11GAO01
CLAVULANIC ACID J01CRO2 https://www.whocc.no/atc_ddd alr‘:/rations cumulative/ddd_alteratio
FOLIC ACID B03BBO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B03BB
NICOTINIC ACID C10ADO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10AD02
UROSDEOXYCHOLIC ACID AO05AA02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A05AA02
VALPROIC ACID NO3AGO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AGO1
ACITRETIN D05BB02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=D05BB02
ADALIMUMAB L04AB04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=LL04AB04
AGOMELATINE NO6AX22 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N06AX22
AKINETON BIPERIDEN NO4AA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N04AA02
ALDACTONE SPIRONOLACTONE CO3DAO] https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?showdescription=yes&code=
C03DAO01
AO01ADOS5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A01ADO05
ADIRO ACETYLSALICYLIC ACID BO1ACO06 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=B01AC06
N02BAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02BAO1
AL](EZNO]I)JESEIIJ%I[;(];?O?ND MO05BB03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=M05BB03
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MEDICAMENTO PRINCIPIO ACTIVO Codigo ATC
ALMAGATE A02ADO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A02AD03
ALLOPURINOL MO04AAO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=m04aa01l
ALPRAZOLAM NO5BA12 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NOSBA12
AMIKACIN 101GBO6 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?showdescription=yes&code=J
01GB06
AMIODARONE C01BDO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C01BDO01
AMISULPRIDE NO5SALO5 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NOSAL
AMITRIPTYLINE NO6AA09 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=n06aa09
AMLODIPINE CO08CAO01 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=CO8CAO01
AMOXICILIN JOICAO04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01CA04
ANAFRANIL BASE CLOMIPRAMINE NO6AA04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AA04
ANAGRELIDE LO1XX35 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01XX35
APIXABAN BO1AF02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B0O1AF
ARAVA LEFLUNOMIDE LO4AA13 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.L04AA13
ARIPIPRAZOLE NOSAX12 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AX12
ASENAPINE NOSAHO5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAHO05
ATARAX HYDROXYZINE NO05BBO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N05BB01
AO01ADO5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A01ADO05
ASPIRINE ACETYLSALICYLIC ACID BO1ACO06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B01AC06
N02BAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02BAO1
ATENOLOL C07AB03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C07AB03
ATOMOXETINE NO6BA09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06BA09
ATORVASTATIN C10AA05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C10AA05
AZATHIOPRINE L04AXO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04AX01
AZITHROMYCIN JOIFAI10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=JO1FA10
BECLOMETASONE RO3BAO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=R03BAO1
BEMIPARIN BO1ABI12 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=BO01AB12
BENZATHINE BENZYLPENICILLIN JOICEO08 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J01CE08
BENZYLPENICILLIN JOICEO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J01CEQ1
BENZODIAZEPINE NOSBA https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NOSBA
BETAHISTINE NO7CAO01 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO7CAO01
BETAMETHASONE D07XCO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=D07XCO01
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MEDICAMENTO PRINCIPIO ACTIVO Codigo ATC
BILASTINE RO6AX29 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R06AX29
BIMATOPROST SO1EE03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=S01EE03
BIOTIN A11HAO5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A11HAOQS
BIPERIDEN NO4AA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N04AA02
BISOPROLOL C07AB07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C07AB07
BRINZOLAMIDE SO1EC04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=S01EC04
BROMAZEPAM NO5BAO08 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N0O5SBA08
RO3BA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=r03ba02
BUDESONIDE RO1ADOS5 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=R01AD05
BUPROPION NO6AX12 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AX12
BUSULFAN LO1ABO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=LO1ABO1
BUTYLSCOPOLAMINE A03BBO01 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A03BB01
G02CB03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G02CB03
CABERGOLINE NO04BC06 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N04BC06
A11CC06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A11CC06
CALCIFEDIOL HO05BX05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=H05BX05
CALCIUM AI2AA https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A12AA
CALCIPOTRIOL D05AX02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D05AX02
CANDESARTAN C09CA06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C09CA06
CANNABIDIOL NO03AX24 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AX?24
CAPECITABINE L01BCO06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01BC06
CARBAMAZEPINE NO3AF01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO3AF01
CARBIMAZOLE HO03BBO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=H03BBO1
CALCIUM CARBONATE A12AA04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A12AA04
CARVEDILOL C07AG02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C07AG02
CELECOXIB ETORICOXIB MO1AHO5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M01AH05
CERTICAN EVEROLIMUS LO1EGO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=LO1EG02
CETIRIZINE RO6AE07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=RO6AE07
CYANOCOBALAMIN B03BAO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=B03BAO1
CYCLOBENZAPRINE MO03BX08 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M03BX08
CYCLOPENTOLATE SO01FA04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=S01FA04
CICLOPIROX DO1AE14 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=D01AE14
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MEDICAMENTO PRINCIPIO ACTIVO Codigo ATC

L04ADO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04ADO01

CICLOSPORIN SO1XA18 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01XA18
JOIMAO2 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J01MAO02

CIPROFLOXACIN S02AA15 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S02AA15
CIPROTERONE AND ESTROGEN GO03HBO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=G0O3HBO1
CITALOPRAM NO06AB04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06AB04
CITICOLINE N06BX06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06BX06
CLEBOPRIDE AO03FA06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A03FA06
CLEVIDIPINE CO8CA16 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=CO8CA16
CLEXANE ENOXAPARIN BO1ABO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B01AB05
CLOBAZAM NO5BA09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NOSBA09
CLOBETASOL D07ADO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D07ADO01
CLOMETHIAZOLE NO5CMO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO05CM02
CLOMIPRAMINE NO6AA04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AA04
CLONAZEPAM NO3AEO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO3AE
CLONIDINE CO02LCO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C02LCO1
CLOPIDOGREL BO1AC04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B01AC04
CLORAZEPATE NO5BAO05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SBA05
CHLORTALIDONE C03BA04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C03BA04
SODIUM CHLORIDE A12CA01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A12CA01
CLOTIAPINE NOSAHO06 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAH06
CLOZAPINE NOSAHO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAH02
CODEINE RO5SDA0O4 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R05DA04
COLECALCIFEROL A11CCO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A11CC05
COLESTIPOL C10ACO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10AC02
COLESTIRAMINE C10ACO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C10ACO1
COTRIMOXAZOLE SUL,F}/:II;\/I/ETF}}II%)}EQIZI\? LE- JO1EEO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=JO1EEOQ1
C10BA06 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C10BA06

CRESTOR ROSUVASTATIN C10BAO7 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10BA07
CYMBALTA DULOXETINE NO6AX21 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO6AX21
DAPAGLIFOZIN A10BKO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A10BKO01
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MEDICAMENTO PRINCIPIO ACTIVO Codigo ATC
DARUNAVIR JOSAE10 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=JOSAE10
DEANOL N06BX04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N06BX04
DEFERASIROX V03AC03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=V03AC03
DEFERIPRONE V03AC02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=V03AC02
DEFLAZACORT HO02ABI13 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=H02AB13
DENOSUMAB MO05BX04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M05BX04
DEPAKINE VALPROIC ACID NO3AGO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AGO1
DESLORATADIN RO6AX27 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R06AX27
DESVENLAFAXINE NO6AX23 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AX23
DEXAMETHASONE HO02AB02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=H02AB02
SO01BAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01BAO1
DEXAMFETAMINE NO6BA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06BA02
DEXCHLORPHENIRAMINE RO6AB02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=R06AB02
MO1AE17 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=M0O1AE17
DEXKETOPROFEN MO02AA27 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M02AA27
DEXTROMETHORPHAN RO5SDA09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R05DA09
NO7XX59 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N07XX59
DIAZEPAM NO5BAO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO5SBAO1
MO02AA15 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M02AA15
DICLOFENAC S01BC03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01BC03
DIENOGEST G03DB08 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=G03DB08
DIPHENHYDRAMINE D04AA32 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D04AA32
RO6AA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R06AA02
DIGOXIN CO1AAO05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C01AA05
DILTIAZEM C08DBO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C0O8DBO01
DIMETICONE P03AX05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=P03AX05
DISTRANEURINE CLOMETHIAZOLE NO5CMO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO05CM02
DISULFIRAM NO07BB01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N07BB01
DOGMATIL SULPIRIDE NOSALO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N0O5SALO1
DOMPERIDONE AO03FA03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A03FA03
DONEPEZIL NO6DA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06DA02
DOXAZOSIN C02CA04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C02CA04
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MEDICAMENTO PRINCIPIO ACTIVO Codigo ATC

DOXICICLIN JOTIAA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01AA02
DRONABINOL A04AD10 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A04AD10
DULOXETINE NO6AX21 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO6AX21
DUTASTERIDE G04CB02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=G04CB02
EBASTINE RO6AX22 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R06AX22
EFAVIRENZ JOSAGO3 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J05SAGO03
ELETRIPTAN N02CC06 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N02CC06
EMPAGLIFOZIN A10BKO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A10BK03
EMTRICITABINE JOSARO3 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=JOSAR03
C09AA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C09AA02

ENALAPRIL -
C09BAO02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C09BA02
ENOXAPARIN BO1ABO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B01AB0S5
B02BC09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B02BC09
EPINEPHRINE COICA24 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C01CA24
EPLERENONE C03DA04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C03DA04
ERENUMAB N02CDO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02CDO01
ESCITALOPRAM NO6ABI10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06AB10
ESLICARBAZEPINE NO3AF04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AF04
ESOMEPRAZOLE A02BCO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A02BC05
SPIROLONACTONE CO03DAO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C03DAO01
ESTRADIOL G03CA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=G03CA03
ETANERCEPT L04ABO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=LL04AB01
DROSPIRENONE GO03ACI10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G03AC10
ETORICOXIB MO1AHO5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M01AHO05
EUTIROX LEVOTHYROXINE SODIUM HO3AAO01 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=H03AA01
EXEMESTANE L02BG06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=LL02BG06
EZETIMIBE C10AX09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10AX09
FAMITIDINE A02BAO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A02BA03
FELODIPINE CO08CAO02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C0O8CA02
PHENYTOIN NO03ABO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AB02
FENOFIBRATE C10ABO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10AB05
FENTANYL NOIAHO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO1AHO1
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NO02ABO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N02AB03
FERROUS GLYCINE SULFATE B03AAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B03AA01
FERROUS SULFATE B03AA07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B03AA07
FERROUS FUMARATE B03AA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B03AA02
FINASTERIDE DI11AX10 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D11AX10
G04CBO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=G04CBO01
FLECAINIDE CO01BC04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C01BC04
FLUDARABINE L01BBO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01BB05
FLUPHENAZINE NO5AB02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N05SAB02
FLUVOXAMINE NO6ABO8 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AB08
FLUINOL FLUTICASONA RO3BAO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03BA0S5
FLUOXETINE NO06AB03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO6AB03
FLURAZEPAM NO05CDO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N0O5CDO1
RO1ADO8 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=R01AD08
FLUTICASONE RO3BAO05 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=R03BA0S5
ROIADI2 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R01AD12
CALCIUM FOLINATE VO03AF03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=V03AF03
FORMOTEROL RO3ACI13 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03AC13
FOSFOMY CIN JOIXXO01 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01XX01
FUROSEMIDE C03CAO01 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C03CAO01
FYCOMPA PERAMPANEL NO3AX22 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N03AX22
GABAPENTIN NO3AX12 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AX12
GEMFIBROZIL C10AB04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10AB04
GLUTATHIONE V03AB32 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=V03AB32
HALOPERIDOL NOSADO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SADO1
BO1ABO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=B01ABO1
HEPARIN CO05BA03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C05BA03
HYDROCHLOROTHIAZIDE C03AA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C03AA03
HYDROCORTISONE HO02AB09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=H02AB09
HIDROSALURETIL HYDROCHLORO-THIAZIDE C03AA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C03AA03
HYDROXYCHLOROQUINE PO1BA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=P01BA02
HYDROXYZINE NO05BBO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N05BB01
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IBUPROFEN MO1AEO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=M01AEO1
IMATINIB LO1EAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=LO1EA01
IMIPRAMINE NO6AA02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO06AA02
IMUREL AZATHIOPRINE L04AXO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04AX01
INDACATEROL RO3ACI18 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=R0O3AC18
INDOMETACIN MO1ABO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M01ABO01
MO02AA23 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M02AA23
INFLIXIMAB L04AB02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.L04AB02
INSULIN (HUMAN) A10ACO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A10ACO1
A10ADO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A10ADO01
INVEGA PALIPERIDONE NOSAXI13 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AX13
IPRATROPIUM BROMIDE RO3BBO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03BB01
IRBESARTAN C09CA04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C09CA04
IRINOTECAN LO1CEO02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=L01CEQ2
ISAVUCONAZOLE JO2ACO05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J02AC05
ISENTRESS RALTEGRAVIR JOSAJO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J05AJ01
ISOCARBOXAZID NO6AF01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO6AF01
ISOSORBIDE MONONITRATE CO1IDA14 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C01DA14
ISOTRETINOIN DI10BAO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=D10BAO1
IVABRADINE CO1EB17 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=CO1EB17
JANUMET METFORMIN A10BA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A10BA02
JANUVIA SITAGLIPTIN A10BHO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A10BHO1
KEPPRA LEVETIRACETAM NO03AX14 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AX14
KETAMINE NOI1AXO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N01AX03
KETAZOLAM NO5BA10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NOSBA10
KETOPROFEN MO1AEO03 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=M01AE03
MO02AAT10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M02AA10
KETOTIFEN S01GX08 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01GX08
LACTULOSE A06ADI11 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A06AD11
LAMOTRIGINE NO03AX09 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N03AX09
LANSOPRAZOLE A02BC03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A02BC03
LEFLUNOMIDE LO4AA13 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.L04AA13
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LEPONEX CLOZAPINE NOSAHO02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO05AH02
LEVETIRACETAM NO03AX14 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AX14
ROT1ACO02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=R01AC02
LEVOCABASTINE S01GX02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01GX02
LEVOCETIRIZINE RO6AE09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=RO6AE09
LEVOFLOXACIN JOIMAI12 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J01MA12
LEVOMEPROMAZINE NOSAA02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N05AA02
LEVOSULPIRIDE NO5SALO7 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N0O5SAL07
LEVOTHYROXINE SODIUM HO3AAO01 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=H03AA01
HUMAN MENOPAUSAL
GONADOTROPHIN G03GAO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=G03GA02
(LH SINTETICA)
LIDOCAINE C01BBO01 https://www.whocc.no/atc_ddd ‘index/?code=C01BB01
NO01BB02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N01BB02
LINAGLIPTIN A10BHO05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A10BH05
LINEZOLID JOIXX08 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J01XX08
LIOFORA DROS];)SH;EggI;fI AND GO3FA17 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G03FA17
LISDEXAMFETAMINE NO6BA12 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO6BA 12
LISINOPRIL C09AA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C09AA03
LITHIUM NOSANO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SANO1
LOPRAZOLAM NO5CDI11 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO5CD11
LORAZEPAM NO5BA06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NOSBA06
LORMETAZEPAM NO05CD06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N05CD06
LOSARTAN C09CAO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C09CAO01
LOXAPINE NOSAHO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAHO1
LUMINAL PHENOBARBITAL NO3AA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AA02
LYRICA PREGABALIN NO03AX16 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AX16
MACROGOL A06ADI15 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A06AD15
MAGNESSIUM A02AA https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A02AA
MANIDIPINE CO8CAIll https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=CO8CA11
MEDROXYPROGESTERONE G03AC06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G03AC06
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G03DAO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=G03DA02
MELATONIN NO5CHO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NOSCH 01
MELOXICAM MO1ACO06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M01AC06
MEMANTINE N06DXO01 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06DXO01
MEPIFILINA MEPYRAMINE RO6ACO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=R06ACO1
MEROPENEM JOIDHO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01DH02
METHADONE NO07BC02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N07BC02
METAMIZOLE SODIUM NO02BB02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N02BB02
METFORMIN A10BA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A10BA02
METHYLPHENIDATE NO06BA04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06BA04
METHYLPREDNISOLONE HO02AB04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=H02AB04
D07ACI14 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=D07AC14
METOCLOPRAMIDE AO03FAO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A03FA01
METHOTREXATE L04AX03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04AX03
METRODINAZOLE JO1XDO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01XDO01
MIANSERIN NO6AX03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AX03
MICAFUNGIN JO2AX05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J02AX05
MYCOPHENOLATE MOFETIL L04AA06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04AA06
MICONAZOLE A07ACO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A07ACO1
MIDAZOLAM NO05CDO08 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05CD08
MINOXIDIL C02DCO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C02DCO01
MIRABEGRON G04BD12 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G04BD12
MIRTAZAPINE NO6AX11 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AX11
D07ACI13 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D07AC13
MOMETASONE RO3BAO07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03BA07
MONTELUKAST R0O3DCO03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03DC03
MORPHINE NO2AAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N02AA01
MUPIROCIN D06AX09 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D06AX09
MYCOSTATIN NYSTATIN A07AA02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A07AA02
MYOLASTAN TETRAZEPAM MO03BX07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M03BX07
NADOLOL CO07AAI12 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C07AA12
NALOXONE A06AHO04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A06AH04
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VO03ABI15 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=V03AB15

NAPROXEN MO1AE02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=M01AE02
NARATRIPTAN N02CC02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02CC02
NEVIBOLOL C07AB12 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C07AB12
NICOTINE NO7BAO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO7BAO1
NICOTINAMIDE A11HAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HAOI
NIFEDIPINE CO08CAO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=CO8CA0Q5
NITOMAN TETRABENAZINE NO7XX06 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N07XX06
GLYCERYL TRINITRATE CO1DAO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C01DA02
NORTRIPTYLINE NO6AA10 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO6AA
NOVORAPID INSULIN ASPART A10ABO5 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A10AB05
OLANZAPINE NO5SAHO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAHO03
OLMESARTAN MEDOXOMIL C09CAO08 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C09CA08
OMEPRAZOLE A02BCO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A02BCO1
ORAP PIMOZIDE NO5SAGO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AG02
ORFIDAL LORAZEPAM NO5BA06 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NOSBA
OXCARBAZEPINE NO3AF02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AF02
OXCARBAZEPINE NO3AF02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AF02
OXYBUTYNIN G04BD04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G04BD04
OXYCODONE NO2AAO05 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N02AA05
PALIPERIDONE NOSAXI13 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AX13
PANTOPRAZOLE A02BC02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A02BC02
CALCIUM PANTOTHENATE A11HA31 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HA31
PARACETAMOL NO2BEO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02BEO1
PAROXETINE NO6ABO5 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AB05
PENTAMIDINE ISETHIONATE P01CX01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=P01CX01
PENTOXIFYLLINE C04ADO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C04ADO03
PERPHENAZINE NO5AB03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05ABO03
PERICIAZINE NO5ACO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NOSACO1
PILOCARPINE SO01EBO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=S01EBO1
PINAVERIUM A03AX04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A03AX04
PIPERACILLIN JOICA12 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=JO1CA12
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PIPERACILLIN-TAZOBACTAM JOICRO5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=J01CRO5
PYRIDOXINE (VIT B6) A11HAO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HA02
PITAVASTATIN C10AA08 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C10AA08
POLARAMINE DEXCHLORPHENIRAMINE RO6AB02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R06AB02
POSACONAZOLE JO2AC04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J02AC04
POTASSIUM CHLORIDE A12BAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A12BA01
PRAVASTATIN C10AA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C10AA03
S02BA03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S02BA03
PREDNISOLONE HO02AB06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=H02AB06
PREDNISONE A07EA03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A07EA03
HO02ABO07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=H02AB07
PREGABALIN NO03AX16 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N03AX16
PRIMPERAN METOCLOPRAMIDE AO03FAO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A03FA01
PROGESTERONE G03DA04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=G03DA04
PROPRANOLOL CO7AA05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C07AA05
CLOBETASOL D07ADO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D07ADO01
PROTHIPENDYL NO5SAX07 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AX07
PYRIDOXINE A11HAO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HA02
QUAZEPAM NO5CD10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO5CD10
QUETIAPINE NOSAHO04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N05AH04
RABEPRAZOLE A02BC04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A02BC04
RAMIPRIL C09AA05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C09AA05
RANITIDINE A02BA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A02BA02
RASAGILINE NO04BDO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N04BD02
REPAGLINIDE A10BX02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A10BX02
RESERPINE C02AA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C02AA02
RETINOL (vit A) A11CAO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A11CAO01
RIFAMPICIN JO4AB02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J04AB02
RISENDRONIC ACID MO5BAO0O7 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M05BAOQ7
RISPERIDAL RISPERIDONE NO5SAX08 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO5AX08
RISPERIDONE NOSAX08 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5AX08
RITUXIMAB LO1FAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=LO1FAOQ1
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RIVASTIGMINE NO6DAO3 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO6DAO03
RIBOFLAVIN (VIT B2) A11HAO04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HA04
RIVOTRIL CLONAZEPAM NO3AEO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AE01
ROBAXISAL PARACETAMOL AND MO3BAS3 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=M03BAS53
METHOCARBAMOL NO2BE51 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02BES51
ROCATROL CALCITRIOL (VIT D) A11CC04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A11CC04
ROPIRINOLE N04BC04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N04BC04
ROSUVASTATIN C10AA07 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C10AA07
SACUBITRIL C09DX04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C09DX04
SALAZOPYRINA SULFASALAZINE AO07ECO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A07ECO01
SALBUTAMOL R0O3CC02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03CC02
SALMETEROL AND FLUTICASONE RO3AKO06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03AK06
SANDIUMMUN CICLOSPORIN L04ADO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04ADO01
SELEGILINE N04BDO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N04BDO01
SEPTRIM S:;‘gﬁ%ﬁ;g?g OAPZISII\J/IE JO1EEO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=JO1EEOQ1
SEROQUEL QUETIAPINE NOSAHO04 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AH04
SERTRALINE NO06ABO06 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N06AB06
SIBELIUM FLUNARIZINE NO07CA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO07CA03
SILODOSIN G04CA04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G04CA04
SIMETICON A03AX13 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A03AX13
SIMVASTATIN C10AA01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C10AA01
SINERGINE PHENYTOIN NO03ABO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AB02
SINOGAN LEVOMEPROMAZINE NOSAA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AA02
SINTROM ACENOCOUMAROL BO1AAO7 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B01AA0Q7
LO4AA10 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04AA10

SIROLIMUS -
S01XA23 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01XA23
SITAGLIPTIN A10BHO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A10BHO1
SOLIAN AMILSULPRIDE NO5SALO5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=n05al05
SUCRALFATE A02BX02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A02BX02
SULFAMETHOXAZOLE JO1EEO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=JO1EEQ1
FERROUS SULFATE (1) B03AA07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=B03AA07
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SULPIRIDE NOSALO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N0O5SALO1
SUMATRIPTAN N02CCO01 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N02CCO01
SUMIAL PROPRANOLOL CO7AA05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=C07AA05
SUPRADIN hég&g;gi{?%ﬁf: A11AA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11AA03
SYCREST 10 ASENAPINE NOSAHO5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAHO05
TACROLIMUS L04ADO02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L.04AD02
TAMOXIFEN L02BAO1 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L02BA01
TAMSULOSIN G04CA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G04CA02
TAPENTADOL NO02AX06 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N02AX06
TEGRETOL CARBAMAZEPINE NO3AF01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO3AF01
TEICOPLANIN JOIXA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01XA02
TELMISARTAN C09CAO07 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C09CA07
TENOFOVIR DISOPROXIL JOSAFO07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=JOSAF07
THEOPHYLLINE RO3DA04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03DA04
TERBUTALINE RO3ACO03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03ACO03
R0O3CCO03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03CC03
TESTOSTERONE GO03EA02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G03EA02
TETRABENAZINE NO7XX06 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N07XX06
TETRAZEPAM MO03BX07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M03BX07
THIAMINE (VIT B1) A11DAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11DAO01
TIANEPTINE NO6AX14 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N06AX14
TIAPRIDE NO5ALO3 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N05AL03
TIMOLOL SO1EDO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=S01EDO1
TRIOTROPIUM BROMIDE RO3BB04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03BB04
TIZANIDINE MO03BX02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=M03BX02
TOCOPHEROL A11HAO3 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HA03
TOLTERODINE G04BDO07 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=G04BD07
TOPIRAMATE NO3AXI11 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AX11
TORASEMIDE C03CA04 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=C03CA04
TRAMADOL NO02AX02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N02AX02
TRASTUZUMAB LO1FDO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=LO1FDO1
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TRAZODONE NO6AXO05 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=NO6AX05
TRETINOIN DI10ADO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D10ADO1
AO01ACO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A01ACO1
TRIAMCINOLONE SO01BAOS5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=S01BA05
TRIAZOLAM NO05CDO05 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05CD05
TRIMETAZIDINE CO1EBI5 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=CO1EB15
TRIMETHOPRIM JOIEAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=JO1EAOQ1
UBIDECARENONE CO1EB09 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=C01EB09
UNIKET ISOSORBIDE DINITRATE CO1IDAO8 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=CO01DA08
URBASON METHYLPREDNISOLONE DI10AAO02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=D10AA02
HO02AB04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=H02AB04
URSODEOXYCHOLIC ACID AO05AA02 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A05AA02
URSODIOL URSODEOXYCHOLIC ACID AO05AA02 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=A05AA02
VALDOXAN AGOMELATINE NO6AX22 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AX22
VALPROATE NO3AGO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AGO1
VALPROIC ACID NO3AGO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N03AGO1
VALSARTAN C09CAO03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=c09ca03
VANCOMYCIN JOIXAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J01XA01
VARENICLINE NO7BA03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N07BA03
VENLAFAXINE NO6AX16 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N06AX16
VENTOLIN SALBUTAMOL R0O3CC02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=R03CC02
VIMPAT LACOSAMIDE NO3AX18 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N0O3AX18
VIT B12 CYANOCOBALAMIN B03BAO1 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=B03BAO1
VIT C ASCORBIC ACID A11GAO1 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11GAO01
VIT D3 COLECALCIFEROL A11CCO05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=A11CCO05
VITE TOCOPHEROL A11HAO3 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=A11HA03
VORICONAZOLE JO2ACO03 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=J02AC03
VORTIOXETINE NO6AX26 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N06AX26
ZEBINIX ESLICARBAZEPINE NO3AF04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N03AF04
ZIPRASIDONE NOSAE04 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N05SAE04
ZOLMITRIPTAN N02CC03 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N02CC03
ZOLPIDEM NO5CF02 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO5CF02
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ZONEGRAN ZONISAMIDE NO3AXI5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N03AX15
ZONISAMIDE NO3AXI5 https://www.whocec.no/atc_ddd_index/?code=N03AX15
ZOPICLONE NO5CFO01 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=NO5SCF01
ZOTEPINE NOSAXI11 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=N05AX11
ZUCLOPENTHIXOL NOSAF05 https://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=N05AF05
ZYPREXA OLANZAPINE NO5SAHO3 https://www.whoce.no/atc_ddd_index/?code=NO5SAHO03
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