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Resumen 

1. RESUMEN 

La farmacoterapia de las enfermedades neuropsiquiátricas ha reducido la morbilidad y 
ha mejorado la calidad de vida de los pacientes; sin embargo, se ha observado una gran 
variabilidad individual a la respuesta terapéutica. La mayoría de las diferencias 
individuales en la respuesta a los fármacos, caracterizadas a escala molecular, se deben 
a los genes que codifican para las enzimas capaces de metabolizar fármacos y, en menor 
grado, a los genes que codifican para sus receptores y transportadores. Estas variaciones 
pueden implicar diferencias individuales en la eficacia terapéutica y/o reacciones 
adversas al fármaco, las cuales pueden ser severas o incluso letales. Recientemente, la 
farmacogenómica surgió como una alternativa potencial para la aplicación del 
conocimiento del genoma humano en la elaboración de tratamientos efectivos y terapias 
individualizadas que sean más exitosas y menos riesgosas. En el caso de fármacos de 
alta potencia como los antipsicóticos, dentro de los cuales está el haloperidol, es 
necesario tener herramientas más sólidas que rompan con los esquemas tradicionales de 
dosificación, y con la farmacoterapia estándar que no toma en cuenta las variaciones 
individuales. En este sentido, la farmacogenómica de los padecimientos 
neurodegenerativos se encuentra en etapas iniciales enfocadas al entendimiento de los 
mecanismos genéticos responsables de la etiopatogenia de la enfermedad y de la 
variabilidad terapéutica individual. 

Los polimorfismos del gen CY P2D6 han sido considerados como uno de los factores 
críticos que causan susceptibilidades individuales diferentes en la respuesta a los 
fármacos. Este gen se localiza en el cromosoma 22q13.1 y es parte de un grupo que 
incluye dos o tres pseudogenes relacionados. Los individuos homocigotos para los 
aleles funcionales presentan un fenotipo EM (metabolizador rápido); en contraste, los 
PM (metabolizadores lentos) son homocigotos para alguno de los más de 60 alelos 
mutantes de CY P2D6. 

En el tratamiento clínico de los pacientes con enfermedad de Huntington (EH) se usan 
antidepresivos tricíclicos, algunos inhibidores de la recaptura de serotonina y 
haloperidol, los cuales son metabolizados por la enzima CYP2D6. Es frecuente 
encontrar una gran variabilidad en la respuesta a esta farmacoterapia, la cual puede ser 
secundaria al genotipo individual para CY P2D6. 

Es este trabajo se estudiaron 70 pacientes con enfermedad de l-lunungton mediante un 
análisis molecular de los alelos CY P2D6*3 y CY P2D6*4 . En todos los sujetos se 
extrajo DNA genómico a partir de sangre periférica y se amplificaron regiones 
específicas de estos alelos. Los productos de PCR se digirieron con MvaI y MspI, 

respectivamente, y se analizaron por electroforesis en gel de agarosa o acrilamida 
teñidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.
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Los resultados mostraron que el alelo tipo silvestre CY P2D6 *1 tiene una frecuencia de 
88%, el alelo CY P2D6 *3 de 1% y el alelo CY P2D6 *4 de 11.7%. Los genotipos 
obtenidos para ambos alelos indican que el fenotipo homocigoto normal o silvestre 
funcional es el que muestra una mayor frecuencia en la población con EH con un 77%, 
el heterocigoto * 11*3 tuvo una frecuencia de 0.15%, y el heterocigoto * 11*4 tuvo una 
frecuencia de 21%. Los genotipos honiocigotos mutados *3/*3 y *4/*4 no se 
encontraron en ningún caso. Se identificó un paciente heterocigoto compuesto *3/*4 
que corresponde a un nietabolizador pobre, lo cual se confirmó con el resultado del 
estudio de fenotipo. Es interesante señalar que este dato muestra que existe una buena 
correlación entre la genotipificación y la medición de las cantidades de fármaco 
excretadas en onna utilizando dextrornetorfan como fármaco de prueba.
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Farmacogenética 

Es el estudio de la variación genética, aplicada a la variabilidad individual, de la 
respuesta a un fármaco (Mahgoub A. 1977). La trmacogenética está relacionada con la 
genética y el estudio de la ]ierencia de diferencias biológicas, de generación en 
generación, y de la diversidad resultante en la población. Además, estudia los diferentes 
efectos de un fármaco in-vivo en pacientes diferentes, dependiendo de la presencia de 
variantes genéticas heredadas (Maligoub A, 1977). 

Un número de estudios recientes demuestran que las variaciones genéticas contribuyen 
a respuestas diferentes a un fármaco. Por ejemplo, tenemos los siguientes casos: (i) la 
respuesta de los pacientes con Alzheirner al tratamiento con tacrina de acuerdo al 
genotipo de ApoE. (Sjogren, 2001), (u) la respuesta de los pacientes con arterosclerosis 
a prevastatina de acuerdo con su genotipo CETP, (iii) la respuesta de los pacientes 
asmáticos al albuterol de acuerdo con el receptor adrenérgico beta-2 que presenten, el 
tratamiento de pacientes asmáticos con inhibidores ALOX 5 y su genotipo ALOX5 

(Drazen, 1999), (iv) el tratamiento con omeprazol para las infecciones por H. pylori en 
pacientes con úlcera de acuerdo al genotipo CYP2C19 (Sapone, 2003), ( y). Los efectos 
adversos del abacavir en pacientes con SIDA con relación con a los alelos HLA, y a la 
respuesta al tratamiento con herceptina en relación con la expresión del oncogen Her2 
(1 Iassanhi, 1995). 

2.2. Farmacogenómica 

La farmacogenómica puede definirse como la aplicación de la tecnología genómica en 
el desarrollo de fármacos y de esquemas terapéuticos diseñados para lograr ensayos 
clínicos más exitosos y terapéuticas más efectivas y menos tóxicas (Pickar y Rubinow, 
2001) La farmacogenómica incluye no sólo la farmacodinámica, sino también la 
farmacocinética. Esta nueva ciencia tiene sus raíces en la farmacogenética y en el uso de 
técnicas moleculares tradicionales para estudiar las diferencias en los genes individuales 
(1 UC codifican para proteínas que participan en las vías metabólicas de los fármacos 
(Destenaves y Thomas, 2000; Wieczorek y Tsongalis, 2000). El gran reto de la 
fimnacogenómica es descubrir las bases genéticas y los mecanismos moleculares de la 
enfermedad que permitan definir los mejores blancos terapéuticos posibles y desarrollar 
fármacos que actúen de forma específica y altamente eficaz sobre ellos. 

Una gran parte de los medicamentos utilizados clínicamente pasan por el proceso de 
hiotransformación que tiene lugar en diversos órganos del cuerpo, siendo el hígado uno 
de los más activos. Este lleva a cabo este proceso en dos etapas, primero mediante 
enzimas que transft)rman las moléculas lipófilas del fármaco en un metabolito más 
hidrosoluble, que habitualmente representan la forma activa del fármaco. Estos 
metabolitos posteriormente se metabolizan y se eliminan del organismo. Esta ruta 
depende de la actividad de los biocatalizadorcs, los cuales están determinados por 
características genéticas. Pequeñas diferencias o mutaciones en la dotación genética 
(polimorfismo) pueden producir modificaciones en las enzimas que codifican (Elliot, 
2000).
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El estudio farrnacogenóniico ofrece la posibilidad de identificar los diferentes tipos de 
respuestas a un determinado fármaco, permitiendo estratificar la población de 
voluntarios o pacientes en metabolizadores lentos, rápidos y ultrarrápidos. Las ventajas 
de esta estratificación se traducen en una selección a priori de poblaciones homogéneas, 
en cuanto a la metabolización del fánTiaco, y de esta manera una mejor evaluación de 
las respuestas terapéuticas, y de los efectos secundarios o tóxicos del fármaco. 
De este modo podrían establecerse dosis ideales para cada grupo e incluso excluir 
aquellos casos en los que el fármaco produce efectos no deseados o no es eficaz 
(Münker, 2000). 

Tanto los sujetos metabolizadores lentos como los ultrarrápidos muestran 
concentraciones plasmáticas anormales del fármaco y sus metabolitos. Los primeros no 
son capaces de metabolizar el fármaco y acumulan dosis elevadas que pueden ser 
tóxicas, mientras que los metabolizadores ultrarrápidos no suelen mostrar respuesta 
clínica en absoluto debido a su tendencia a eliminar los fármacos del organismo antes de 
que tengan el efecto terapéutico deseado (Münker, 2000). 

2.3. Metabolismo de Fármacos 

Los fármacos y otros productos químicos que son extraños al organismo como aditivos 
alimentarios, productos químicos del medio ambiente, o insecticidas, sufren 
transformaciones enzimáticas que usualmente desembocan en una pérdida de la 
actividad farmacológica. Aunque el metabolismo de fármacos conduce a una 
detoxificación, los procesos de oxidación, reducción, y otras reacciones catalizadas por 
enzimas pueden llevar a la formación de un metabolito que tenga efectos terapéuticos o 
tóxicos, a este fenómeno se le denomina bioactivacion (Williams, 1978). 

Es importante aclarar que los factores farmacológicos juegan un papel importante en la 
respuesta a los fármacos. La ruta metabólica de los fármacos se puede dividir en dos 
etapas, la farmacocinética, que estudia como los fármacos se absorben, se distribuyen y 
llegan a los tejidos blanco, y la farmacodinamia que es la encargada de estudiar el efecto 
farmacológico, la respuesta clínica y si se desemboca en eficacia o toxicidad. Esto se 
observa en el siguiente diagrama (Figura 1).
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[ Distribución del fármaco 

L
en los tejidos

íimnlúitçl!

Absorción 

Co.icentracjón del fármaco	Metabolismo yexcrecion 

en al sistema circulatorio	1'	del fármaco 

Disiribuciori	 Ffirnumujon 

Coticeniracióji del r 'n1 F̂.ntp. 
en el silla de acción	 \(E PMYW 

Efecto farmacológico

1
FARMACODINAMIA 

/ 
Toxicidad	 Eficacia 

Figura. 1. Ruta metabólica que siguen Tos fármacos para tener efecto farmacológico.
(Tomado de www.dml.georgetown.edu/deptspharmacoIoay/davetabhtm1 Sep 2002.) 

2.3.1. Fase farmacocinética 

J : a rlliacolo5.í:1 

La 1 uit acoloia cs ci estudio que cOinpFcnde el conocimiento de la lustona, el origen. 
las propiedades fisicas y químicas, la presentación, los efectos bioquímicos 
fisiológicos, los mecanismos de acción, la absorción, la distribución, Li 
biotransfoi-nación y la excreción (eliminación), así como el uso terapéutico de los 
fármacos. Su estudio tradicionalmente se ha dividido en dos fases: la farmacociriétjca y 
la farmacodinamla (Goodman y Gilman, 1996).
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La farmacocinética es la ciencia que matemáticamente describe el movimiento .y curso 
temporal de un fármaco en fases que comprenden absorción, distribución, 
biotransformación y excreción de un medicamento, con el fin de optimizar la 
farmacoterapia en términos de seguridad y eficacia. Utiliza varios modelos para explicar 
el movimiento de una sustancia en el organismo. En el modelo monocompartamental se 
asume un sólo espacio en el que se establece el equilibrio entre lo que entra y lo que 
sale. Pero los modelos multicompartamentales, a pesar de su mayor complejidad, son 
los que más seajustan a la realidad, pues tiene en cuenta que el medicamento 
administrado no sólo sufre procesos de absorción y eliminación, sino también el de 
distribución a diferentes órganos (Shargel & Andrew, 1993 Burgeois, 1995 ; Grebb, 
1995 Ciraulo y cols.. 1995). 

La absorción de un fármaco se describe como el movimiento de una sustancia desde el 
sitio de administración hasta el sitio donde va a ser medido. Los fármacos que se 
administran por vía oral se desintegran y disuelven en los jugos gástricos antes de la 
absorción (lo que ha sido llamado fase farmacéutica). La absorción oral depende de la 
concentración del fármaco, de su liposolubilidad, del pH intestinal y gástrico, de la 
motilidad intestinal y del área de absorción. Todo fármaco posee propiedades diferentes 
de desintegración (conversión a gránulos), disgregación (en partículas) y disolución (en 
iones o moléculas), las que dependen también del excipiente que acompaña al principio 
activo (Goodman y Gilman, 1996). 

El pH del medio (intestinal o celular), determina la concentración de las formas jónicas 
y no iónicas de una sustancia. A mayor pH, mayor ionización de los ácidos y a menor 
pI-I, mayor ionización de las bases. A su vez, los ácidos se ubican en mayor 
concentración en el medio alcalino y las bases en un medio ácido debido a que en tales 
medios predominarían sus formas iónicas las cuales no logran atravesar las membranas 
(secuestro iónico) (Grebb, 1995). 

Las interacciones absortivas afectan la velocidad de absorción más que en una 
disminución de la cantidad absorbida. La absorción alterada de un fármaco es 
importante principalmente para aquellos que son administrados en dosis única, por 
pequeños períodos de tiempo o en forma intermitente. Cuando se administran fármacos 
en forma crónica el efecto en la velocidad de absorción no es tan significativo (Grebb, 
1995). 

La velocidad de absorción de un fármaco determina la rapidez de aparición (tmáx.) y 
magnitud de los picos de concentraciones plasmáticas (Cniáx). La vía de administración 
influye significativamente en la velocidad de absorción, la cual es más alta con 
fármacos de administración intravenosa > vía pulmonar> vía rectal > vía intramuscular 
(deltoides y vasto externo) > vía oral> vía subcutánea > vía dermatológica (Belknap y 
Nelson, 1993). 

En la absorción se pueden presentar interacciones medicamentosas significativas, poi-
ejemplo, los antiácidos que contienen magnesio y aluminio se unen a la clorpromazina 
formando un complejo insoluble, dismtnuyéndose la cantidad de principio activo 
disponible para la absorción. En una serie de veinte pacientes con dosis estables de 
clorprornazina, la administración simultánea de antiácidos redujo la excreción urinaria 
de clorpromazina en un 10% a 45% (Forrest y cols., 1970). La administración oral de 
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hierro teóricamente podría reducir la absorción de varios psicofármacos. Los 
psicofármacos con efectos anticolinérgicos pueden disminuir la motilidad 
gastrointestinal, incrementado el tiempo de exposición de los fármacos administrados a 
la mucosa intestinal y por lo tanto su absorción (Belknap y Nelson, 1993). 

2.3.2. Enzimas Metabolizadoras de Fármacos (EMF) 

Durante varias décadas (1950-1980) las enzimas metabolizadoras de fármacos (EMF) 
fueron generalmente descritas como sistemas hepáticos de destoxificacióri, responsables 
de la degradación de fármacos y otros contaminantes ambientales para facilitar su 
excreción. Sin embargo, es importante señalar que estas enzimas no son exclusivas del 
hígado, sino que se encuentran ampliamente distribuidas, y que la acción destoxificante 
tal vez representa menos del 1% de todas las funciones de las EMF (Nebert y Dieter, 
2000). Desde el punto de vista evolutivo las EMF son muy antiguas, algunas de ellas 
existían desde antes de que ocurriera la divergencia entre las eubacterias y los 
eucariontes, sugiriendo que estas enzimas eran responsables de funciones vitales (por ej. 
balance electrolítico y división celular) mucho antes de la divergencia entre las plantas y 
animales. Las EMF también están implicadas en la síntesis y la degradación de todas las 
moléculas no peptídicas que participan en la modulación, vía ligando, del proceso de 
transducción que afecta el crecimiento, la apoptosis, la homeostasis y las funciones 
neuroendócrinas. Tal es el caso de la ciclo-oxigenasa, la leucotneno-C 4 sintasa (una 
glutatión transferasa), la tromboxano-sintasa (CYP5) y la prostaciclina sintasa (CYP8) 
que representan cuatro de las muchas EMF que participan en la cascada del ácido 
araquidónico (Cervantes y cols, 2001). 

Un fármaco dentro del cuerpo humano se ve afectado por procesos de unión a proteínas, 
distribución, metabolismo y excreción. Únicamente una pequeña fracción de la dosis 
total del fármaco es la responsable del efecto terapéutico, ya que el resto se metaboliza y 
se excreta. La manera en que el hígado metaboliza principalmente los fármacos varia 
dependiendo del tipo de molécula de que se trate, algunas son transformadas hasta CO2 
y H2 0 y son eliminados por medio de la respiración, mientras que otras son modificadas 
para excretarse en la orina, la bilis o las heces (Cervantes y cols, 2001). 

En el ser humano, las EMF pertenecen a varios tipos de enzimas que en conjunto son 
capaces de metabolizar casi cualquier compuesto químico al cual es expuesto el 
organismo. Los mecanismos de biotransformación de fármacos pueden dividirse en dos 
grupos: reacciones de fase 1 y reacciones de fase II, que dependen de distintos procesos 
bioquímicos.
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2.3.3 Citocromos P450 

Las enzimas citocromo P450 son los componentes terminales del sistema enzirnático 
oxigenasa de función mixta (MFO)(Livingstone, 1993). En un principio los diferentes 
laboratorios obtuvieron resultados distintos y se creó cierta confusión con respecto a las 
funciones y características de las enzimas citocromo P450. Esto fue aclarado cuando se 
determinó que existían varios tipos de moléculas de citocromos P450 que se podían 
encontrar en individuos de una misma especie (Guengerich,1993), 

Se ubican principalmente en el hígado, pero también en glándulas y tejidos del resto del 
cuerpo (testículos, glándulas adrenales) o tejidos involucrados en el procesamiento de 
alimentos (Guengerich, 1993; Livingstone, 1993) 

En la figura 2 se muestra una forma simplificada de la estructura de la enzima 
citocromo P450, en el que se puede señalar que ésta posee sitios para atrapar dos 
moléculas: una de oxígeno (0 2) en el sitio hemo y el sustrato que se une justo por sobre 
el grupo hemo. 

FIGURA N°1

Flavoproteina Cyt b5 

Figura.2. Estructura simplificada de una enzima citocromo P450. 
(Tomado de Fossi y cols, 1997)

8
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La figura 3 corresponde a la enzima citocromo P450 de la bacteria Pseudomonaspiitida, 

en el que se observa que está formada además por a-hélices (fonnas espirales) y hojas 
(estructuras planas). además de segmentos no tan organizados (en forma de hilos). 

Figura 3. Modelo de enzima citocromo P450 de la bacteria Pseudomonas putida.

(Tomado de http://www.proineo.net ,,staff/mogens/p45O/anteeede.htm1) 

2.3.4 Funciones que cumplen las enzimas citocromo P450. 

Las enzimas citoçromo P450 son un grupo, que en la actualidad el número de sustratos 
conocidos para estas enzimas está arriba de mil. Entre las funciones más importantes 
que realizan están las siguientes (Guengerich, 1993). 

a) Funciones detoxificadoras, eliminando sustancias exógenas, es decir, sustancias 
que no son sintetizadas en el propio organismo. Esto se logra agregando grupos 
funcionales, hidrosolubles a compuestos de carácter lipofihico. Entre éstos 
tenemos; fármacos, drogas, sustancias carcinogénicas, pesticidas, etc 
(Guengerich, 1993). 

b) Funciones de metabolismo endógeno, es decir, la degradación de sustancias del 
propio organismo. Como ejemplos de éstos: esteroides, sales biliares, vitaminas 
liposolubles (A y D), etc (Guengerich, 1993). 

c) La síntesis de óxido nítrico gaseoso simple, usado, entre otras funciones, como 
toxina anti-patógeno (Guengerich, 1993). 

d) En algunos organismos como mecanismo de defensa ante el ataque de alcaloides 
tóxicos de plantas (Guerigerich, 1993).

9
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Una importante característica de Los citocromos, como el P450, es que son inducibles. 
Se sabe que la inducción selectiva de isoenzimas de P450 por diversos factores juega un 
papel importante en la determinación de efectos biológicos de varios compuestos 
químicos por ejemplo, el citocromo P450 2E1, está comprometido en el metabolismo 
oxidativo de medicamentos, procarcinógenos, protoxinas y muestra una correlación 
positiva en pacientes diabéticos tipo 1 con pobre control metabólico. Estos hallazgos 
suministran un nuevo argumento para tener un buen control metabólico en personas con 
diabetes rnellitus (Guengerich, 1993). 

Aunque la existencia de las enzimas citocromo (CYP) P450 se conoce desde años atrás, 
los esfuerzos para purificar y caracterizar las proteínas han sido más notorios con el 
advenimiento de la farmacogenética, que emerge como una subespecialidad de la 
farmacología clínica en respuesta a numerosos ejemplos y diferencias en la 
farmacocinética y farmacodinamia entre grupos étnicos genéticamente distintos 
(Guengerich, 1993). 

Además de lo anterior, en enfermedades como la diabetes se han encontrado 
alteraciones en el metabolismo de medicamentos, al parecer por disfunción en el 
sistema del citocromo P450.
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2.3.5 Mecanismos de acción 

La acción de las enzimas que forman el complejo P450 puede explicarse en una serie de 
pasos químicos simples que se esquematizan en la figura 4. 

1. Comienza atrapándose el sustrato al citocromo férrico (Fe) 

2. Un electrón es transferido al átomo Fe, pasando éste a su estado ferroso (Fe), 
esta transferencia es a veces realizada por proteína citocromo b5 

3. Esta forma ferrosa se une a una molécula de 02 

4. Se realiza una segunda reducción agregándose un electrón y además un protón 

5. Este intermediario pierde una molécula de agua dejando un complejo (Fe0) 
que directamente oxida el sustrato. 

6. El sustrato oxidado es liberado de la enzima 

45O

	
¶\ Fe 

¡
HJ 

(FeO)f

\.J	ftO 

\i 

I Fe0OP 4

FI'

-,	3/ 
Ç ustrto 

P450 

Figura 4. Mecanismo de acción del citocromo P450.
(Tomado de http://www.proinconeUstaft/mogens/p450/antecede.html ) 
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La Figura 5 muestra algunos de los posibles orígenes de los electrones involucrados en 
el proceso recién explicado. Se observa al citocromo P450 en la membrana del retículo 
endoplásmico. Los electrones involucrados en la oxidación de los sustratos en manos 
del citocromo P450 pueden provenir de FAD o el NADPH (fosfato dinucleótido 
nicotinamida-adenina) desde el citoplasma o desde el citocromo b5 que se encuentra en 
la membrana (Guengerich, 1993). 

INDPH 1

Fe 

__________	\. .1	 Cocromo ICoPIsmaI
) ")'	:. •	 mo

FAD	

P46

bS 

Fwmbrana 

	j. 

t 1i	dLt* 

Figura S. Componentes moleculares del sistema citocromo P450
celular en la membrana del retículo endoplásmico.

(Tomado de http://www.proinco.netlstafflmogens/p450/antecede.html)  

2.3.6 Inducción de las enzimas citocromo P450 

En la Figura 6 se muestra el sistema P4501A1 en el que un químico tóxico 
primeramente se une a un receptor arilhidrocarburo hidroxilasa (Ah) en el citoplasma de 
la célula y causa la liberación de la proteína de ataque térmico (hsp 90). Esta proteína 
es reemplazada por otra que es la ARNT. Este nuevo complejo entra al núcleo de la 
célula donde se une en forma específica una determinada región del DNA, que a su vez 
permite el acceso a factores de transcripción, encargados de transcribir los genes del 
P450 IAl, los RNA mensajeros pasan al citoplasma donde se transcriben a nuevas 
moléculas de enzima citocromo P450 que luego viajan al retículo y actúan en la 
degradación del químico tóxico (Shugart, 1996). 

Citocromo
P450 

(\:!i)

FMN
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Figura. 6. Inducción de las enzimas citocromo P450.
(Tomado de Guengerich, 1993) 

Las biotransformaciones oxidativas catalizadas por las monooxigenasas de citocromo 
P450 incluyen hidroxilación aromática y de cadena lateral, desalquilación de N, O y S, 
oxidación de N, sulfoxidación, hidroxilación de N, desarninación, deshalogenación y 
desulfuración. También se advierte catálisis de reacciones reductivas, por acción de 
enzimas de citocromo- P450 y por lo común en un medio con baja tensión de oxígeno. 
La única característica común al grupo heterogéneo de xenobióticos oxidativos por 
enzimas de citocromo P450 es su gran liposolubilidad. (Benet y cols, 1996; Lehninger y 
cols, 2001). 

La clasificación básica de la familia de multigenes del citocromo P450 se basa en la 
similitud de secuencias de proteínas individuales. Los miembros de una familia genética 
específica tienen una identidad que incluye mas de 40% de los aminoácidos. Una 
familia específica del citocromo P450 suele dividirse en subfamilias, de tal manera que 
las secuencias protéicas dentro de la misma subfamilia son idénticas en más de 55% de 
los casos (De Groot y Vermeulen, 1997). En los seres humanos se han identificado 18 
familias de genes CYP450 y 43 subfamilias, (tabla 1) y a menudo en una sola célula 
existen diversas enzimas de esta índole (Nelson, 2001; Agúndez y cols, 2001). 

Existen numerosos genes citocromo P450 que codifican diferentes versiones de las 
enzimas, para fines prácticos, estos genes han sido agrupados en diferentes familias 
(números 1, 2, etc.), subfamilias (letras A, B, etc.), y enzimas individuales (números 1, 
2, etc.). Por ejemplo, la enzima citocromo P450 inducida por el 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (dioxina) se le da la designación P4501Al (Shugart, 1996). 

13
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2.3.7. Reacciones de fase 1 

Las EME de fase 1 están principalmente representadas por citocromos P450 (codificados 
por la familia de genes CV?) y participan en la destoxificación de sustratos reactivos 
mediante la formación de metabolitos intermedios, por reacciones metabólicas de 
reducción y oxidación. Estas reacciones permiten posteriormente la conjugación de los 
metabolitos intermedios formados, aumentando así su polaridad. En la fase II, las 
enzimas citocromo P450 son una familia compleja de enzimas bajo control genético. 
Los metabolitos generados por estas hemoproteínas son principalmente de dos tipos: 
electrófilos y radicales libres; los electrófilos son producidos por la oxidación de 
fármacos y generan metabolitos reactivos que actúan como arilantes o alquilantes, 
uniéndose covalentemente a sitios nucleofilicos, ejerciendo su toxicidad a través de la 
formación de enlaces covalentes ( Williams. 1978). 

Oxidación: hidroxilaciones, desalquilación, desulfuración, deshalogenación. 

'- Reducción: azorreducción, nitrorreducción. 

HIDROXILACION:
FENOBARBITAL	 P-HIDROXIFENOBARBJTAL 

REDUCCION:
CI 

C1 --CHO 

CI 

TRICLOROACETALDEHIDO

'	

CI 

 —i—\0 

TRIC LOROETANOL. 

Figura 7. Metabolismo de fármacos (Tomado de Williams, 1978)
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La hidrólisis consiste en la partición de una molécula por la adición de una (le agua, es 
llevada a cabo por enzimas como las carboxilesterasas responsables de la 
transesterificación de la cocaína en presencia de etanol a etilcocaína, un compuesto 
altamente tóxico, las peptidasas y las hidrolasas epóxido (encargadas del metabolismo 
del 10,1 1-epóxido de carbamazepina). La reducción permite la conversión de 
sustituyentes nitro (-NO 2 ) a grupos amino (-NH 2 ), entre otros. Está conformada por 
azoreducción y nitroreducción (metabolismo del clonazepam a 7-aminoclonazepam), 
carbonilreducción (que convierte el haloperidol en haloperidol reducido), 
disulfidoreducción (convierte el disulfiram en un sulfihidrilo), sulfóxidoreducción, N-
oxidoreducción, quinona reducción y deshalogenación. La oxidación es llevada a cabo 
por enzimas hepáticas pertenecientes a la superfamilia de la citocromo P450 y está 
compuesta por procesos de hidroxilación, dealquilación y sulfoxidación. La 
hidroxilación conduce a la adición de un grupo hidroxilo (-OH) y se utiliza en el 
metabolismo de psicotrópicos como alprazolam, midazolam, triazolam, 
desmetildiazepam, barbitúricos, carbamazepina, fenitoína, desipramina, imipramina y 
propranolol, entre otros. La dealquilación está relacionada con la remoción de un grupo 
metil (-CH3 ) o etil (-CH 2-CH 3) unido a un átomo de oxígeno (0), nitrógeno (N) o azufre 
(S) de la molécula. Se utiliza en el metabolismo de clordiazepóxido, diazepam, 
flurazepam, prazepam, amitriptilina, fluoxetina, imipramina y sertralina, entre otros. La 
clorpromazina sufre un proceso metabólico de sulfoxidación, con la adición de un 
oxígeno (0) a un azufre (S). La oxidación además, permite la oxidoreducción de 
alcoholes por acción de la alcohol deshidrogeriasa (ADH) y la acetaldehido 
deshidrogenasa (ALDH). El etanol se oxida a acetaldehido por la ADH (hígado > 
pulmón, riñón y mucosa gástrica). Una ADH atípica (con predominio de la subunidad 
b2), capaz de oxidar etanol más activamente, está presente en un 85% de los orientales 
vs. un 10% de los occidentales, permitiendo una gran formación de acetaldehido en los 
orientales. Sin embargo, un 45% a 53% de los orientales son deficientes en ALDH tipo 
2 que permite convertir el acetaldehido en ácido acético llevándolos a experimentar una 
descarga autonómica similar a la producida tras el consumo de disulfiram. La nicotina 
es metabolizada por la ADH en cotinina. Otras enzimas oxidativas son las 
monoaminoxidasas que permiten la deaminación oxidativa de aminas primarias a 
amonio y aldehido. Se encuentran a nivel mitocondrial en el hígado, riñón, intestino, 
plaquetas y tejido neuronal y son fuente de peróxidos (H 202) por ejemplo, la MAO-A 
metaboliza tiramina, dopamina, noradrenalina, adrenalina, triptamina, serotonina y 
halopendol que es convertido a un metabolito pindínico	fleurOtóxico
(www.dnil.georgetown.edu/deptspharniaco lo gv/da \eaN htm). 

Las reacciones de oxidación y icducci a	rni 11 ca potcn orni Cli le a conuac 1 ón de los 
rnctab]itos intermedios IOCII1OLIOS. aeai•cna:ido ii pularidad. ca la llamada lase [1 

2.3.8. Reacciones fase II 

- Conjugación con ácido glucurónico 
'- Acilación 
- Metilación 

Conjugación con ácidos niercaptúricos
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Se da por enzimas ubicadas en el citosol, conducen a un incremento de la hidrofilicidad 
de los xenobióticos facilitando su excreción por riñón o bilis según sea su tamaño (Ej. 
acetilación y metilación), se lleva a cabo mediante la conjugación con un ácido: 
glucurónido, acético, sulfúrico o aminoácidos. 

La glucuronidación es la vía de mayor actividad metabolizadora, se lleva a cabo en el 
retículo endoplásmico del hígado, riñón, intestino, piel, cerebro, bazo y mucosa nasal. 
Además de los xenobióticos, también son conjugados compuestos endógenos como la 
bilirrubina, las hormonas tiroideas y esteroideas. La metilación es una vía común pero 
menor de biotransformación de xenobióticos, tiene la facultad de disminuir la 
hidrosolubilidad de éstos. Utiliza como factor la S-adenosilmetionina (SAMe). Las 
reacciones de metilación convierten la S-adenosilmetionina (SAMe) en S-
adenosilhomocisteína. Tienen como sustrato a catecolaminas y otras aminas aromáticas. 
La catecol-o-metiltransferasa (COMT) conduce a la o-metilación de catecolaminas y se 
ubica en el citosol; es codificada por un solo gen que sigue las leyes mendelianas y por 
ende se aprecia un polimorfismo genético. La acetilación permite la biotransformación 
de xenobióticos que contienen una amina aromática (r-NH 2) o un grupo hidrazina (R-
NH-NH2), produce metabolitos poco hidrosolubles, la reacción es catalizada por N-
acetiltransferasas (NAT1 y NAT2) que se encuentran en el citoplasma de hepatocitos 
principalmente. La NAT2 metaboliza fármacos que han sido biotransformados por 
reacciones de tipo 1 como nitrazepam, clonazepam, fenelcina, cafeína e isoniazida. Se 
ha documentado un polimorfismo genético en las N-acetiltransferasas (Nebert, 1997a; 
Nebert, 1991; Benet ycols, 1996). 

Las EMF de fase II como las UDP-glucoronosil-transferasas, las glutatión-transferasas, 
las N-acetil-transferasas y las sulfotransferasas, no intervienen en la formación de 
metabolitos intermedios e involucran a una gran variedad de reacciones de conjugación, 
donde se agregan moléculas polares tales como ácido glucurónico, sulfatos, 
aminoácidos y muy especialmente glutatión (GSH). El GSH juega un papel importante 
debido a que su principal sitio nucleofihico es el grupo tiol de la cisteína en la célula, el 
GSH es la principal reserva de tioles. De esta forma, éste sirve como sustancia 
protectora ya que las GSH transferasas catalizan la detoxificación vía conjugación de 
metabolitos reactivos con GSH. Así los metabolitos electrofilicos interactúan 
preferentemente con el grupo tiol de GSH en vez de hacerlo con las proteínas 
constitutivas de membrana o enzimas, y sólo cuando éste se agota los metabolitos 
electrofilicos producen daño. Por lo tanto, las diferencias genéticas en la regulación, 
expresión y actividad de los genes que codifican para la EMF fase 1 y fase II deben ser 
factores cruciales en la definición de la susceptibilidad al cáncer, así como también en la 
determinación del potencial tóxico o carcinogénico de los fármacos y otros 
contaminantes ambientales (Nebert, 1997; Nebert, 1991; Benet y cols, 1996; 
http://escuela.med.puc.cl.paginas/publicaciones/Guias/dhaldha  1185. html).
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2.3.9. Biotransformación (metabolismo o aclaramiento) 

Los xenobióticos son químicos exógenos, usualmente liposolubles, que requieren ser 
convertidos en moléculas hidrosolubles para eliminarse del organismo. Esto se logra 
mediante la acción enzin-iática de los diferentes tejidos. Sus efectos pueden ser 
benéficos (conversión de profármacos en fármacos activos) o deletéreos (formación de 
metabolitos tóxicos). Cada fármaco puede tener un perfil farmacocinético diferente. La 
farmacocinética linear no depende de la dosis administrada o de las concentraciones 
plasmáticas alcanzadas por poseer una vía metabólica no saturable o múltiples vías 
metabólicas, de tal manera que un cambio en la dosificación produce un cambio 
proporcional en los niveles plasmáticos. En otras palabras, al duplicarse la dosificación 
se duplican la Cmáx y el área bajo la curva (ABC). El área bajo la curva es aquella que 
se encuentra al correlacionar las concentraciones plasmáticas alcanzadas por un fármaco 
a una dosis determinada a lo largo del tiempo y hace referencia a la cantidad total 
absorbida.. Por el contrario, la farmacocinética no linear se caracteriza por saturación 
del metabolismo o la inducción enzimática, dependiendo de la dosis administrada o las 
concentraciones plasmáticas (este es el caso de psicofármacos como la carbamazepina, 
la paroxetina y la ziprasidona). Dicho de otra manera, los fármacos que son 
metabolizados en proporción a la cantidad acumulada en el cuerpo siguen una cinética 
linear o de primer orden, mientras aquellos donde la misma cantidad es metabolizada 
por hora, independiente de la dosis administrada, siguen una cinética no linear o de 
orden cero. 

La biotransformación puede darse a través de cualquiera de los tejidos corporales, pero 
existen órganos con una acción metabólica predominante, el hígado, los pulmones, el 
intestino y los riñones. La acción metabólica genera metabolitos activos o inactivos o 
transforma profármacos en compuestos activos a través de la acción enzimática de las 
mitocondrias y microsomas hepáticos. Las enzimas que metabolizan xenobióticos se 
encuentran principalmente en el retículo endoplásmico, mitocondrias, citosol, 
membrana plasmática o cubierta nuclear del hígado (microsomas > mitocondrias) > 
pulmón, piel, mucosa nasal, ojo, tracto gastrointestinal > riñón, adrenales, páncreas, 
bazo, corazón, cerebro, etc (Belknap. 1993). 

Una forma de determinar la velocidad metabólica de un órgano como el hígado es a 
través del aclaramiento, el cual relaciona la concentración del fármaco con la velocidad 
de eliminación en un órgano y determina la eficiencia del mismo para remover el 
fármaco del organismo. El aclaramiento total es la suma de los aclaramientos de 
diferentes órganos (Citotal = Cihepático + Clrenal + .. .) El aclaramiento es expresado 
en términos de volumen (de sangre aclarada) por unidad de tiempo. Para determinarlo: 

CI = ke x VD 

Cl = D / ABC (Bclknap, 1993)
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2.3.10. Biodisponibilidad 

Esta se refiere a la cantidad de fármaco administrada que alcanza la circulación 
sistémica (más allá de la circulación portal) con respecto a la alcanzada con la vía 
intravenosa (100% de biodisponibilidad) y promedio de la concentración plasmática 
sobre el intervalo de tiempo estudiado. Se calcula por medio de la razón entre el área 
bajo la curva (ABC) del preparado oral y el ABC del preparado I.V. Si la razón (O es 
igual a 1, se dice que el medicamento tiene completa biodisponibilidad y no sufre 
alteración hepática (Greenblatt y cols., 1996). El área bajo la curva (ABC), es también 
un predictor de la concentración plasmática en el estado de equilibrio durante la 
administración crónica de un fármaco (Nuwer y cols., 1990). La biodisponibilidad 
depende de la presentación farmacéutica, de la desintegración y disolución del fármaco, 
del pl-1 gastrointestinal, de la motilidad gastrointestinal, del estado de la flora intestinal, 
de la secreción biliar, de la administración concomitante con alimentos, del efecto de 
primer paso y de variables tales como la edad, la posición corporal y la actividad fisica 
tras la administración de la sustancia, de la presencia de una patología cardiovascular 
(que compromete la perfusión intestinal) y del embarazo. La administración 
intramuscular puede ser considerada equivalente a la intravenosa en este contexto (con 
excepción de la fenitoína, el diazepam y el clordiazepóxido) (Greenblatt & Koch-
Weser, 1976), pero la gran mayoría de los psicofármacos tienen una biodisponibilidad 
oral considerablemente menor que la unidad ; esto es debido a una absorción incompleta 
(poco frecuente) y a la extracción presistémica, la cual involucra el metabolismo dado 
en la mucosa gastrointestinal (por enzimas CYP3A) y el metabolismo de "primer paso" 
hepático (Thummel y cols., 1996). Así, el valor f de biodisponibilidad absoluta, seria 
igual a 1 menos el rango de extracción, el cual depende del aclaramiento de una dosis 
intravenosa del fármaco en evaluación sobre el flujo sanguíneo hepático. Los 
medicamentos con un alto aclaramiento hepático exhibirán pues una menor 
biodisponibilidad oral; tal es el caso para los antipsicóticos, ADT, ISRS y algunas BZD 
como triazolam y midazolarn. El diazepam, desmetildiazepam, alprazolam y trazodona, 
por el contrario, exhibirán poca extracción presistémica por uno o ambos mecanismos 
(Greenblatt y cols., 1996). El metabolismo se puede saturar y un fármaco prolongar la 
vida media de otro o disminuirla. 

El efecto de primer paso se refiere al fenómeno que se presenta después de la 
administración oral de un fármaco en el que un metabolismo parcial o total elimina una 
cantidad importante de ésta durante su primer paso por el hígado. La acción bacteriana 
en el lumen intestinal, las enzimas de la pared intestinal y el tejido pulmonar 
contribuyen al efecto de primer paso. Esto conduce a una disminución de la 
biodisponibilidad y a una disminución de la respuesta terapéutica. 

La distribución es la medida del espacio disponible en el organismo (más allá del 
compartimiento plasmático) para albergar el fármaco. En otras palabras, es la relación 
entre la dosis administrada y la concentración en plasma. Se habla de volumen de 
distribución aparente (VD), ya que los datos obtenidos a través de las fórmulas 
matemáticas no corresponden a valores reales sino a valores hipotéticos que permiten 
comprender el grado de distribución del fármaco a los tejidos. El volumen de 
distribución se disminuye si el fármaco se une fuertemente a las proteínas plasmáticas 
(UAP), lo que lo retiene en el espacio vascular (VD = 0.06 Ltlkg.). Si se presenta un 
paso a través del endotelio capilar pero no de las membranas celulares, en este caso por
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baja UAP, pero baja liposolubilidad, la distribución alcanza el espacio intercelular 
únicamente (VD = 0.2 11kg.). Cuando el fármaco logra atravesar las membranas 
celulares y es captado por los tejidos, el volumen de distribución es tan amplio que los 
valores se consideran "sobrestimados" (VD> 1 Lt /kg.). En caso de fármacos con alta 
UAP y VD elevados, la constante de afinidad por las primeras debe ser bajo. Todos los 
psicofármacos son bases débiles altamente liposolubles que tienen un alto volumen de 
distribución debido a su capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica. 

La determinación del volumen de distribución de un fármaco se obtiene mediante la 
razón de su cantidad administrada o dosis (D) y su concentración plasmática inicial 
(Co), si se utiliza un modelo monocompartimental [VD = D/Co], o mediante la razón 
entre el aclaramiento renal (Cl) y la pendiente de la fase de eliminación (ke) [VD = 
Cl/ke] si el modelo es bicomparti mental (Belknap, 1993). 

Los fármacos viajan libremente en el plasma o unidos a proteínas (albúmina para 
fármacos ácidos y alfa glicoproteínas para los básicos). Los fármacos libres (fracción 
libre) se distribuyen a los tejidos por medio de la difusión, la cual depende de la 
concentración del fármaco, del coeficiente de difusión, de las características de la 
membrana y la velocidad de perfusión de cada tejido {adrenales (550 ml/lOO gr./min.)> 
riñones (450) > tiroides (400) > hígado (95) > intestinos (75) > corazón [en estado 
basal] (70) > cerebro (55)}. La acumulación del fármaco depende de la velocidad de 
perfusión y de la afinidad del tejido por el fármaco. 

La UAP es un proceso reversible (enlaces como puentes de hidrógeno o fuerzas de Van 
der Waals) o irreversible (enlaces covalentes). El fármaco que está unido a la proteína 
es usualmente inactivo. La UAP está determinada por la concentración y las 
propiedades del fármaco, la calidad y cantidad de proteína, la constante de asociación 
fármaco-proteína, las interacciones medicamentosas (competición o alteración de la 
afinidad de la proteína) y la condición fisiopatológica del paciente. La warfarina, la cual 
se une ampliamente a proteínas, puede ser desplazada por psicofármacos que se unan a 
ellas, como antidepresivos (exc. venlafaxina) y benzodiacepinas. Sin embargo, en la 
práctica el efecto de tal interacción parece ser de poca significancia en pacientes jóvenes 
saludables, ya que la Warfarina desplazada es sometida rápidamente a metabolización y 
distribución tisular, manteniéndose una fracción libre estable (Burgeois, 1995). 

La UAP aumenta la duración del efecto, pues lá sustancia unida no sufre procesos de 
filtración glomerular y se libera a medida que se aclara la que está en forma de fracción 
libre. La albúmina se encuentra en concentraciones de 35 a 50 gr/Lt, tiene una vida 
media de 18 días y tiene preferencia por fármacos ácidos (aniones). La alfa-
glicoproteína tiene preferencia por fármacos básicos como los psicofármacos (aniones) 
y se encuentra a concentraciones de 0.4 a 1 gr/U, pero por ser un reactante de fase 
aguda exhibe una gran variabilidad intraindividual en sus niveles plasmáticos, 
incrementándose con situaciones de estrés como episodios depresivos o psicóticos, 
conduciendo a una disminución de la fracción libre y de la eficacia de antidepresivos o 
antipsicóticos (Ereshefsky y cols., 1996). Las lipoproteínas (especialmente cuando se 
satura la albúmina), las inmunoglobulinas y los eritrocitos son también capaces de 
unirse a fármacos. La unión a los glóbulos rojos está en relación inversa a la unión a la 
albúmina. La albúmina se une también a la bilírrubina, las hormonas, los ácidos grasos, 
al triptófano, etc. y es responsable de la presión osmótica que mantiene el volumen 
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intravascular. La distribución es inicialmente mayor en corazón, riñones y encéfalo 
(dependiendo de la capacidad del medicamento de atravesar la barrera 
hematoencefálica, del flujo sanguíneo cerebral y de la afinidad por receptores 
cerebrales), y menor en músculo y tejido graso; pero luego, la redistribución equilibra la 
concentración en todos los tejidos. La enfermedad hepática (que conduce a una menor 
síntesis de proteínas y a una menor calidad de la proteína), el catabolismo proteico (en 
caso de trauma o cirugía), la distribución de líquidos hacia el espacio extracelular (en 
caso de quemaduras) y la enfermedad renal, son factores que disminuyen la 
concentración de proteínas plasmáticas y permite niveles de fracción libre mucho 
mayores, trayendo como consecuencia un mayor riesgo de toxicidad. La enfermedad 
renal terminal, por ejemplo, puede alterar la UAP del diazepam (de un 99% a un 94%), 
del oxazepam (95% a 88%), del pentobarbital (66% a 59%), del fenobarbital (55% a 
concentraciones muy bajas), de la fenitoína (90% a 80%), del tiopental (72% a 44%), 
del triptófano (75% a valores muy bajos) y del ácido valproico (85% a menos). Sin 
embargo la UAP de la clorpromazina (98%), de la desipramina (92%), de la maprotilina 
(90%), la imipramina (95%), pimozide (98%), haloperidol (95%) o nortriptilina (94%), 
no se ven afectadas, ya que los niveles de alfa-glicoproteínas permanecen más estables 
(Shargel & Andrew, 1993). 

La barrera hematoencefálica (BHE) se encuentra en todos los vertebrados y desde el 
primer trimestre de gestación en la especie humana. Se caracteriza por la presencia de 
uniones estrechas entre las células epiteliales de los capilares cerebrales, los cuales 
carecen por lo tanto de poros. Adicionalmente se encuentran prolongaciones de los 
astrocitos que cubren completamente la red de capilares cerebrales con excepción de 
algunos sitios como la hipófisis, la glándula pineal y el plexo coroides. Esto impide el 
paso de pequeñas moléculas, péptidos y fármacos que logran penetrar a otros tejidos. 
Las sustancias liposolubles de bajo peso molecular o aquellas que presentan afinidad 
por mecanismos transportadores localizados en la BHE, logran acceder al parénquima 
cerebral (Pardridge, 1988). 

Las características morfológicas del endotelio capilar cerebral son debidas a factores 
tróficos (péptidos) producidos por los astrocitos. Esto pudo demostrarse ante el hallazgo 
que capilares del músculo de rata adquirían las características de la BHE al ser puestos 
en contacto con tejido cerebral (Pardridge, 1988). 

Para el transporte de sustancias no liposolubles o de gran tamaño el endotelio utiliza 
varios mecanismos. El transporte mediado por un transportador permite el acceso de la 
glucosa al cerebro y de nutrientes como el ácido láctico, colina, arginina, adenosina o 
adenina y de hormonas tiroideas. Estos transportadores pueden ser regulados por 
características medioambinetales como el incremento o la disminución de la glucosa. 
Estos transportadores poseen las características de saturabilidad, estereoespecificidad, 
competición e inhibición o inducción propias de otros sistemas similares. El transporte 
mediado por receptor permite el transporte de péptidos circulantes conio la insulina 
(transcitosis), la activación de señales intracelulares o la alteración de la permeabilidad 
a nutrientes, agua o proteínas plasmáticas. El transporte mediado por proteínas 
plasmáticas permite la interacción de éstas con el endotelio capilar el cual induce 
cambios conformacionales transitorios en el sitio de unión del ligando modificando su 
constante de disociación (kd). Esto ha conducido a la revaluación de modelos 
farmacociriéticos que sostienen que sólo la fracción libre puede ser transportada a través 
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de la membrana. Se han definido varias estrategias para la administración de fármacos 
flO liposulubles al tejido cerebral. Algunas son invasivas corno la infusión carotídea de 
un medio hipertónico (glucosa) o la infusión intraventricular (de poca eficacia pues el 
fármaco es rápidamente derivado al seno venoso sin ingreso al parénquima cerebral). La 
terapia COU liposomas, profármacos liposolubles o formación quimérica de dos péptidos 
(uno con alta solubilidad) por un enlace covalente, parecen ser promisorias (Pardridge, 

2.3.11. Excreción 

Comprende varias vías: Renal filtración glomerular (principalmente fracción libre), 
secreción tubular (transporte activo a nivel del túbulo contorneado proximal), 
reabsorción tubular, depuración o aclaramiento (medida del fármaco excretado por 
unidad de tiempo = entre O y 650 ml/mm.); Biliar: eliminación por heces o reabsorción 
en intestino delgado (circulación enterohepática); otras seria la láctea, el sudor, la saliva 
y las lágrimas. 

A comienzos del S. XX se afirmaba que el transporte (secreción tubular) se daba en un 
sólo sentido. Desde 1949 se discutió la posibilidad de que los compuestos orgánicos 
secretados pudiesen estar sujetos a reabsorción. Finalmente se concluyó que el 
transporte en ambas direcciones dependía de la difusión pasiva de elementos no 
ionizados y por lo tanto del pH (el cual si es elevado altera la eliminación de las bases 
débiles como los psicotrópicos), mientras la secreción tenía un mecanismo activo para 
ácidos y bases orgánicas débiles. Además de la filtración glomerular, los ácidos y bases 
débiles sufren un proceso de secreción en el túbulo contorneado proximal que requiere 
energía, es susceptible a inhibición metabólica, tiene una capacidad limitada de 
transporte, es utilizado por varias sustancias (competitivo) y puede ser inhibido por 
agentes farmacológicos. La difusión pasiva, en cambio, depende del gradiente de 
concentración de especies no polares determinado por el pH urinario, la velocidad de 
flujo urinario y el flujo sanguíneo renal. La difusión pasiva es el mecanismo utilizado 
para la reabsorción, la cual suele darse en una porción del túbulo dista] a la secreción. 
La reabsorción de partículas cargadas (iones) se produce a través de poros paracelulares 
permeables al agua y otras sustancias de bajo peso molecular. Existen mecanismos 
secretores para ácidos y bases orgánicas que no dependen del pH ni de la polaridad de 
las sustancias (Burgeois, 1995). 

Para fármacos que siguen una cinética de primer orden, el tiempo que toman para que 
sus niveles plasmáticos disminuyan en un 50% se ha denominado vida media (tI/2). 
Este parámetro permite establecer algunas veces la dosificación adecuada de un fármaco 
(con cinética de primer orden o declinación exponencial de los N.P. que significa que la 
velocidad de eliminación es proporcional a la cantidad de fármaco en el cuerpo). Es un 
indicador del tiempo necesario para alcanzar el estado de "meseta o equilibrio" después 
de iniciado un tratamiento y permite conocer el tiempo necesario para la remoción de un 
principio activo. La tI/2 se calcula dividiendo el logaritmo natural de 2 (0.693) por la 
pendiente de la fase de eliminación (ke) [ti/2) = 0.693/ke1 (Burgeois, 1995).
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El estado de meseta (o los niveles plasmáticos en estado de equilibrio) es aquél que se 
presenta cuando las concentraciones plasmáticas se vuelven estables. Un 50% de la 
eventual concentración en estado de equilibrio se alcanza con una vida media, 90% con 
3.3 vidas medias y más de un 97% con 5 vidas medias. Los niveles plasmáticos en 
estado de equilibrio dependen de la biodisponibilidad y el metabolismo de un fármaco, 
pero no de su distribución. En cambio, la vida media es influenciada tanto por el 
metabolismo como por la distribución. Así, en sujetos de edad, donde la proporción de 
grasa corporal es más alta, el estado de meseta es similar al de los adultos jóvenes, pero 
la vida media suele ser mayor con la misma dosis (Burgeois, 1995). 

2.4. Fase Farmacodinámica 

La farmacodinamia es el mecanismo de acción y efectos de la interacción fármaco-
órgano blanco que conducen a un efecto terapéutico y a los efectos secundarios. Hasta 
el S.XIX, la terapéutica se basaba en la administración de extractos derivados de plantas 
sin juicio racional alguno sobre el efecto que los mismos producían en el organismo. 
Esta confianza en los productos naturales prosperó hasta los años veintes cuando los 
primeros compuestos sintéticos fueron introducidos. Paul Ehr!ich insistía en que la 
acción de los fármacos debería conocerse en términos de interacciones químicas entre 
los fármacos y los tejidos. Desafortunadamente el empirismo clínico y la práctica de los 
principios homeopáticos de Hahnemann (lo similar cura lo similar y la actividad se 
incrementa con la dilución) siguen teniendo vigencia hoy en día. Virchow en el siglo 
XIX afirmaba : "La terapéutica es un estado empírico llevado a cabo por doctores y 
clínicos prácticos, y es por medio de una combinación con la fisiología que ella puede 
llegar a ser una ciencia" (Grebb, 1995). 

Las moléculas farmacológicas deben ejercer un efecto en uno o más constituyentes 
celulares para producir una respuesta farmacológica. En muchos casos se requiere que 
las moléculas no sean uniformemente distribuidas en todo el organismo y que se unan a 
constituyentes particulares de las células. El conocimiento de estas interacciones 
particulares es la esencia de la farmacodinamia. En la interacción de los fármacos 
participan cuatro tipos de proteínas reguladoras: enzimas, moléculas transportadoras, 
canales tónicos y receptores. Durante la fase farmacocinética se describió la interacción 
con las células absortivas, proteínas plasmáticas y las enzimas hepáticas. El mecanismo 
de acción de los diferentes fármacos puede determinarse a través de trabajos de 
experimentación in vitro e in vivo, en tejidos animales o humanos. Los avances en la 
biología molecular y las técnicas de neuroimágenes han permitido ir conociendo la 
forma como se comportan los diferentes psicofármacos ante su Sitio de interacción. 
Inicialmente, por ejemplo, los receptores eran clasificados según su interacción con un 
ligando radiomarcado. Hoy se cuentan con técnicas de donación molecular que 
permiten conocer la secuencia aniinoacidica de los receptores y proteínas intracelulares 
y conocer con más detalle la presencia de subtipos de receptores con diferentes 
funciones. La international Un ion of Pharmacological Sciences (IUPHAR) es el 
organismo conformado por un grupo de expertos que definen la clasificación de los 
receptores de acuerdo a su perfil farmacológico. molecular y bioquímico (Grebb, 1995). 
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2.4.1. Eficacia de los fármacos 

El concepto de eficacia no se refiere sólo a la propiedad de un fármaco para promover 
una respuesta fisiológica "positiva" ; es la propiedad del fármaco que modifica la 
subsecuente interacción de los receptores con otras proteínas de membrana (un cambio 
en el estado del complejo RG). Existen tres tipos de eficacia o respuesta ante la 
interacción de un fármaco con un receptor, recientemente definidas. Un fármaco 
agonista positivo puede ser antagonista o agonista inverso dependiendo del sistema 
celular en el que se encuentren (Kenakin, 1996). 

Efectos adversos e interacciones medicamentosas 

La acción de los diferentes fármacos no es sólo de tipo terapéutico; muchos de ellos 
poseen interacciones con otros receptores o sitios de acción que dan lugar a la aparición 
de efectos secundarios no deseables, muchas veces intolerables, y que obligan a la 
suspensión o cambio del plan terapéutico. Una reacción adversa puede ser definida 
como una reacción a un fármaco o a una combinación de fármacos que no era esperada, 
potencialmente peligrosa y que puede presentarse incluso a dosis terapéuticas. Cuando 
las reacciones son esperables se denominan efectos colaterales, no siendo siempre 
indeseables (Nierenberg y Cole, 1991). 

Las dosis elevadas (muchas veces injustificadas) suelen ser la primera causa de 
aparición de efectos adversos. Hasta un 75% de los efectos adversos son relacionados 
con las dosis y son teóricamente prevenibles (Melmon, 1971). La politerapia y los 
tratamientos prolongados también contribuyen a una mayor presentación de efectos 
adversos. Los grupos de pacientes susceptibles está constituido por ancianos, niños, 
embarazadas (en especial litio y anticonvulsivantes), pacientes con enfermedad 
sistémica o trauma encefalocraneano, presencia de estresores psicosociales y presencia 
de una enfermedad psiquiátrica asociada a la que ha requerido el tratamiento (Gemer, 
1993). 

A pesar de las múltiples publicaciones sobre los efectos adversos de cualquier fármaco 
y de la determinación de sus niveles de toxicidad en estudios de animales (índice 
terapéutico), la incidencia de efectos adversos no puede ser prevista con precisión en un 
individuo, pues dependen en buena medida del grado de susceptibilidad del paciente 
debido a las características inmunológicas particulares y al polimorfismo genético que 
determina las diferencias observadas entre los individuos en el metabolismo de un 
fármaco (reacciones idiosincrásicas). 

Algunos de los efectos adversos más comunes son causados por el bloqueo de los 
receptores muscarínicos o de otros receptores monoaminérgicos y muchas interacciones 
medicamentosas de tipo farmacodinárnico pueden explicarse por la acción sobre 
sistemas similares u opuestos (Richelson, 1991 ; Grebb, 1995).
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Las interacciones medicamentosas se presentan cuando un fármaco altera la respuesta 
de] paciente a otro fármaco. Es clínicamente significativa cuando incrementa o 
disminuye la eficacia, o cuando incrementa o disminuye la toxicidad de uno o más de 
los fármacos involucrados. La presentación de interacciones es variable según los 
estudios realizados y los fármacos evaluados, con un rango amplio que va del 2% al 
70% (Belknap y Nelson, 1993). Las interacciones que dependen de las características 
farmacocinéticas de los fármacos fueron analizadas en sus respectivas fases. Las 
interacciones farmacodinámicas son mediadas por receptores o debidas a respuestas 
fisiológicas. 

Índice terapéutico 

Matemáticamente se ha definido como la diferencia entre la exposición efectiva mínima 
y la máxima exposición tolerable a un fármaco. Un medicamento de índice terapéutico 
estrecho es aquél en el que pequeños cambios en las concentraciones sistémicas llevan a 
marcados cambios en las respuestas farmacodinámicas. La FIJA acepta que un 
medicamento posee un índice terapéutico estrecho cuando la diferencia entre la dosis 
letal media (DL50) y la dosis efectiva media (DE50 ) es menor de dos y cuando el uso 
seguro y efectivo de un fármaco requiere una cuidadosa titulación y monitoreo. Los 
medicamentos como el litio, clonidina y fenitoína, de amplio uso en psiquiatría, son 
considerados como fármacos de índice terapéutico estrecho (Levy, 1988). 

2.5. Nomenclatura de los citocromos P450 

Los estudios en animales de laboratorio y en seres humanos han caracterizado 221 
genes para la expresión del sistema citocromo P450, que se clasifican según las 
estructuras en 36 familias; 12 de estas familias de genes existen en todos los mamíferos 
y se han subdividido en 22 subfamilias3. Las familias y subfamilias de enzimas se 
definen con base en la similitud en la secuencia de aminoácidos. Por ejemplo, el 
citocromo P450 de una familia, exhibe hasta 40% de similitud con otra familia de 
P450; la subfamilia siempre comparte más de 55% de similitud en la secuencia. 
Directory of P450-containing systems, 1997. http://www. 1 cegeb.trieste.itIp450
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Tabla 1.Familias de citocromo P450 

	

CYP 1	Metabolismo de fármacos (3 subfamilias) 

	

CYP2	Metabolismo de fármacos y esteroides (13 subfamilias) 

	

CYP3	Metabolismo de fármacos (1 subfamilia) 

	

CYP4	Metabolismo de ácido araquidónico o ácidos grasos (5 subfamilias) 

	

CYP5	Tromboxano A2 sintetasa (1 subfitmilia) 
CYP7A Biosíntesis de ácidos biliares (Miembro de la subfamilia) 
CYP7B 7-alfa hidroxilasa (miembro de la subfarnilia) 
CYP8A	Prostaciclina sintetasa (miembro de la subfamilia 1) 
CYP8B Biosíntesis de ácidos biliares (miembro de la subfamilia 1) 

	

CYP1 1	Biosíntesis de esteroides (2 subfamilias) 

	

CYP17	Biosíntesis de esteroides (1 subfamilias) 

	

CYP19	Biosíntesis de esteroides (1 subfamilias) 

	

CYP20	Función desconocida (1 subfamilia) 

	

CYP21	Biosíntesis de esteroides (1 subfamilias) 

	

CYP24	Degradación de vitamina D (1 subfamilia) 
CYP26A Hidroxilasa de ácido retinoico (miembro de la subfamilia 1) 
CYP26B Probable hidroxilasa de ácido retinoico (miembro de la subfamilia 1) 
CYP26C Probable hidroxilasa de ácido retinoico (miembro de la subfamilia 1) 
CYP27A Biosíntesis de ácidos biliares (miembro de la subfamilia 1) 
CYP27B Vitamina D3 1-alfa hidroxilasa activadora de vitamina D3 (miembro de la subfamilia 1) 

CYP27C Función desconocida (miembro de la subfamilia 1) 

	

CYP39	Función desconocida (miembro de la subfamilia 1) 

	

CYP46	Colesterol 24-hidroxilasa (miembro de la subfamilia 1) 

	

CYP51	Biosíntesis de colesterol (1 subfamilia) 
(Tomado de Nelson, 2001) 

Los citocromos P450 se denominan con la raíz CYP (Citocromo P450) seguida de un 
número arábigo, una letra y otro número arábigo según el gen de la familia, subfamilia 
y forma de P450, respectivamente. Directory of P450-containing systems, 1997. 
littp://www.lccgcb.tn'este.ltlp450 

2.5.1. Importancia de los Citocromos P450 

Se piensa que sólo tres de las familias de genes (CYPI, CY1 1 2 y CYP3) son 
responsables de la mayoría del metabolismo xenohiótico. En la tabla 2 se encuentran 
algunas enzimas del citocromo 1 3450 con ejemplos de los sustratos más conocidos y los 
fármacos que los pueden inhibir o inducir (Wrigton y Stevens, 1992). A pesar del hecho 
que muchas de estas enzimas comparten substratos específicos, en ciertas condiciones 
una única enzima del P450 interviene en la detoxificaión o biotransformación de un 
compuesto en particular. El metabolismo de los medicamentos está sujeto a control 
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genético y depende de las cantidades de diversas clases del P450 expresadas en un 
órgano determinado. Así es posible determinar el metabolismo, la actividad 
farmacológica y la toxicidad de un compuesto. Los CYPs están bajo la influencia de 
varios factores como edad, sexo, temperatura, ambiente químico, medicamentos y 
enfermedades como se resume en la Figura 8. 

Control genético 

METABOLISMO DE FAflMACOS  Edad	 4 EfiFermedades - I	 (CYPs)

Fármacos 

7 
Temperatura	 Ambiente químico 

Figura 8. Factores que regulan la expresión de los citocromos P450. 
(Tomado de Maya y cols, 1995) 

El sistema P450 puede tener repetidos ciclos de oxidación/reducción durante el 
metabolismo de endobióticos y xenobióticos, sin apreciable daño estructural. Sin 
embargo, la participación del P450 termina un proceso que se clasifica como 
inactivación 'suicida" (Ortiz Montellano y Reich, 19'86). Hasta ahora, se han 
caracterizado 3 mecanismos distintos de inactivación: a) destrucción del heme 
prostético vía N-aquil/arilación; b) alquilación del apocitocromo, por un reactivo 
intermedio (Roberts y cols, 1993).
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Tabla 2. Algunas enzimas de! citocromo P450 con ejemplos de los 
sustratos mas conocidos y los tarmacos que los pueden inducir o inhibir. 

Sustratos Inductores Inhibidores 
Enzima (metaboLizados)  
CYP 1 A2 Acetarninofen Amitriptitina Nicotina Primidona Erithromicina Anastrozol 

Amitriptilina Propran&ol Omeprazol Rifampincina Fluvoxamine Cimetidina 
Paracctamol Clozapina Fenobarbital Mexiletine Ciprofloxacina 
Clornipramina Tacrina Norfioxacin Diltiazem 
Teofihina Ritonavir Enoxacina 

Tacrine 
CYP2A6 Nicotina Ritonavir Barbitúricos Ritonavir 

Tamoxifen 

CYP2C9 Losartan Fluoxetina Rifampincina Arniodarona Ketoprofeno 
Aniitriptilina Torasemida Anastrozola Metronidazol 
Fenitoina Tolbutamida Cimetidina Fenilbutazona 
Acenocumarol Warfarina Diclofenac Ritonavir 
Carvedilol Dapsona Disulfiram Sulfinpirazona 
Diclofenaco Dronabinol Fluconazol Sulfonamidas 

Fluvoxamina Sulfamethoxazol-
Flurbiprofen trimetroprim 
Huvastatina Troglitazona 

Zafirlukast 
CYP2CI9 Diazepam Clomipramina Rifampicina Barbitúricos Fe1banato Ritonavir 

imioramina CtaIopram Fluoxetina Tolbutamida 
Omeprazol Propranolol Fluvoxamina Troglitazona 
Pentamidina Hexobarbital  Omeprazol  

CYP2D6 Amitriptilina Debrisoquina Amiodarone Quinidina 
Clomipramina Disipramina --- Fluoxetina Ranitidina 
Fluoxetina Doxepin

- --------------

Flufenazina Ritonavir 
Paroxetina Imipramina Fluvoxamine Sertindol 
Codeína Haoperidol Haloperidol Sertrain 
Dextrometorfano Timolol Loniustine Tiondazin 
Propanolol Metoprolol Norfluoxctine Venlafaxin 
Tramado! Tioridazina Paroxetine Vinblastine 

Esparteína Perphenazine Vinorelbin 
Propafenone  

CYP2E 1 Paracetamol Acetaminofén Etanol Isoniazida Disulfiram Ritonavir 
Cafeína Teotilina 
Dapsona Etanol 

p-Nitrofenol  
CYP3A4 Amiodarona Lovastatina Carbamazepine Fenitoina Anastrozol Nefazodona 

Simvastatina Midazolam Dexametasone Primidona Cimetidina Nelfinavir 
Astemizol Ebasteína Glucocorticoides Rifabutina Clotrimazol Nevirapine 
Rifabutina Lidocaina Fenobarbital Rifampincina Danazol Norfluoxetina 
Ciclosporina Cisaprida Feni Ibutazona Sufinpirizona Delavirdina Omeprazol 

Diltiazem Paroxetina 
Entromicina Propoxifeno 
Fluconazol Quinidina 
Fluoxetina Ranitidina 
Fluvoxamina Rilonavir 
Jugo de toronja Saquinavir 
Indinavir Sertindol 
Itraconazol Troglitazona 
Ketoconazol Trolcandomicina 
Metronidazol Zafirlukast 
Miconazol Zilcuton

Obtenida de (d'I-lcbron, 1999; Mclanie y cols. 1998; http:t/www.edhayes.comlstartp450.html)
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Aún cuando las familias 1,2 y 3 del citocromo P450 (CYPI, CYP2 Y CYP3) codifican 
las enzimas que intervienen en la mayor parte de la biotransformación de los fármacos, 
los productos génicos de las demás familias del citocromo son importantes en el 
metabolismo de compuestos endógenos, esteroides y ácidos grasos. En la Figura. 9 se 
muestra la contribución relativa de las principales enzimas del citocromo P450 del ser 
humano en el metabolismo de fármacos. Como resultado de la especificidad 
relativamente pequeña por sustrato entre las proteínas del citocromo P450, dos o más 
enzimas individuales suelen catalizar una reacción de biotransformación particular. 
CYP3A4 interviene en la biotransformación de casi todos los fármacos, y se expresa en 
niveles notables fuera del hígado (Goodman y Gilman, 1996). 

CYP2C	CYP2E1 

16%	2%
CYPIA2

2% 

C- CYP3A 
55O/ 

CYP2D6
25%

Figura 9. Enzimas del citocromo p450 y su actividad 
en el metabolismo de fármacos en el mercado

(Tomado de Goodman 8 Gilman, 1996). 

2.6. El polimorfismo genético de CYP2D6 

Los fármacos pueden producir efectos indeseados porque se acumulan hasta que 
alcanzan concentraciones anormales elevadas, que son tóxicas. Esto ocurre cuando los 
sistemas de eliminación no funcionan con la efectividad esperada (d'Hebron, 1999). 

En un estudio realizado en 1975 por investigadores británicos sobre la farmacocinética 
del agente antihipertensivo debrisoquina, se observó un episodio de hipotensión severo 
en algunos individuos. Se comprobó que estos efectos secundarios estaban relacionados 
con la dosis del fármaco y eran resultado de la incapacidad del paciente para eliminar la 
debrisoquina mediante la conversión a su metabolito hidroxilado inactivo. 
Posteriormente, los estudios familiares y poblacionales verificaron la naturaleza 
genética de este efecto metabólico y establecieron su naturaleza polimórfica al observar 
que 5-10% de la población caucásica era metaholizador pobre (PM) en relación con el 
resto (EM o metabolizador extenso) (Mahgub y cols, 1977).
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En la misma época, investigaciones independientes sobre la variación de la respuesta al 
agente antiarrítmico y oxitócico, esparteína, descubrieron que una proporción similar 
de sujetos en Alemania eran incapaces de convertir enzimáticamente a la esparteína en 
sus metabolitos 2 y 5-dihidroesparteína (Kalow y Grant, 2001; Estévez y cols, 1997). 

En los años ochentas y los noventas la variabilidad individual en la hidroxilación fue 
objeto de una intensa investigación, ahora se sabe que algunos citocromos presentan 
polimorfismo genético. Esto significa que se pueden distinguir dos poblaciones 
diferenciadas, según la capacidad y la velocidad de metabolización de sustratos 
farmacológicos. Los individuos con genotipo homocigoto normal y los heterocigotos se 
denominan metabolizadores extensos (EM) Los homocigotos con enzima de actividad 
reducida o ausente se denominan Metabolizadores pobres (PM), este fenotipo es un 
rasgo hereditario autosómico recesivo. Algunos individuos son denominados 
metabolizadores Ultrarrápidos (UM) debido a que presentan una velocidad aumentada 
de metabolización porque tienen una o más copias de genes metabolizadores. Estas 
diferencias pueden ser causa de variabilidad en la respuesta a los fármacos eliminados 
por esta vía (Melanie y cois, 1998; Gaedigk y cols, 1991). 

El polimorfismo debrisoquinalesparteína es uno de los defectos genéticos más 
extensamente estudiados, que afectan el metabolismo oxidativo de fármacos en los seres 
humanos (Gaedigk y cols, 1991). El polimorfismo que presenta este gen se debe a la 
presencia de mutaciones puntuales, deleciones o inserción de nucleótidos y duplicación 
del gen completo (Gaedigk y cols, 1999). 

122p1 

22p12 
-22P11.2 
—22P11.11 
- 22q 11 1 
-2 11. 21 
- 221,11.22 

2Z411.22 
-22i12.1 

q	-22q12.2 

}-322q13.1 
- 221112-3 

_22q 11.2 

- 22q1331 
-22q1].3] 

F7C 	22 

Figura 10. Localización del gen CY P2D6. 

El citocromo P450 2136 (CY P2D6), también conocido como hidroxilasa de 
debrisoquinalesparteína juega un papel muy importante en el metabolismo de 
aproximadamente el 25% de los fármacos que actualmente se utilizan en la práctica 
clínica, en los cuales se incluyen antidepresivos tricíclicos, agentes neurolépticos 
(haloperidol) 3-bloqueadores y antiarrítmicos (Gaedigk y cols, 1999). El CYP2D6 
metaboliza los fármacos mediante reacciones de hidroxilación, 0-demetilación y 
posiblemente mediante reacción de N-desalquilación (Riesenman y Pharm, 1995). 

El gen CY P2D6 se localiza en el cromosoma 22q 13.1 (Figura 10), en asociación con los 
pseudogenes CY P2D7P y CY P2D8P Sin embargo sólo un alelo de este gen CY P2D6 *1 

codifica para una enzima funcional (Schur y cols, 2001; Kirnura y cols, 1989).
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Desde hace 10 años se ha realizado un gran esfuerzo para emprender la identificación de 
los alelos polimórficos del gen CY P2D6, así como la caracterización de los productos 
del gen y las consecuencias sobre el fenotipo. (Daly y cols, (1996). En la 
nomenclatura aceptada hoy en día, se nombra al alelo silvestre como CY P2D6*1 y a 
los diferentes alelos determinados con números subsecuentes; actualmente se han 
descrito as de 60 alelos http://www.irnm.ki ,ac(CYPalleles) Sin embargo dos variantes 
alélicas del gen CY P2D6, CY P2D6*3 y CY P2D6*4 , han sido consideradas como uno de 
los principales factores críticos que causan susceptibilidades individuales en la respuesta 
a los fánTnacos. El polimorfismo CY P2D6*3 se caracteriza por una deleción de una 
A2637 en el exón 5, con una frecuencia de 2.7%. El polimorfismo CY P2D6*4 se 
caracteriza por una substitución de G 1934 - A, con una frecuencia de 21.5 a 28.6%. 
Otros polimorfismos poco comunes representan el 1% de las variaciones alélicas de 
CYP2D6. (Schur y cols, 200 1; Kimura y cols, 1989). 

Tabla 3. Análisis comparativo de frecuencias alélicas	CY P2D6 

en uirerernes DoDiaclones. 
Población n CYP2D6*1 CYP2D6*3

1 
CYP2D6*4 

Europea' 672 0.334 0.018 0.0189 
Norte Americana 208 0.370 0.010 P 
(Missouri-Kansas) 
Caucásica 589* 0.364 0.020 0.195 

(Alemania)
195** 0.356 0.010 0.019 

Etíopes 4 122 ND 0.0 0.0012 
Zirnbabweans 76a 0390a,b 0.oc 0.75 

(África) 80b 

1 14c 

Chinos 113 d 0269d ND 0.08 
124 e  

Tanzania 5 106 0.278 0.0 0.009 
(Bantú) 
Ghanianos6 193 0.437 0.0 0.07 
(Ghana) 
Colombiana 121 0.388 0.12 0.194 
Mexicana 349 ND 0.003 0.0103 
(Los Angeles) 
Mexicana 130 0.990 0.010 0.11 
(Galicia y cois, 
2002) 
Mexicana (Con EH) 70 0.88 0.0117 0.15

ND, no determinada, 'Marcz y cols, 1997(n=672); 2Gaedigk y cols, 1992 (n=208); 3 'Sachse y cols, 1997 
(n=589); 3 "Griesc y cols, 1998 (n=195); 4AkIillu y cols, 1996 (n=122); Masimirernbwa y cois, (1996 
(n=76), b1996b (n=80), c1993 (n=1 14); dJohanssoI. y cois, 1994(n=1 13); eWang y cols, 1993 (n=124); 
5 Wennerholm y cok, 1999 (n=106); 6Griesc y cok, 1999 (n193); 7 1saza y cols, 2000 (n=121); Mendoza 
y cols 2001 (n=349).
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Las distribuciones desiguales de los fenotipos UM, EM y PM entre las diferentes 
poblaciones mundiales conducen a diferencias metabólicas interraciales además de las 
variaciones individuales ver tabla 3. Las diferencias individuales en las velocidads 
metabólicas alteran la relación esperada entre la dosis de un fármaco y su concentración 
en la sangre o el tiempo que permanece en la sangre. Más aún, un polimorfismo en esta 
enzima (CY P2D6) puede conducir a un efecto terapéutico prolongado o excesivo, o 
incluso a un efecto tóxico después de la administración de una dosis normal del 
fármaco. Los individuos metabolizadores lentos pueden tener mayor predisposición a 
efectos colaterales de ciertos fármacos (García y cols, 2001). Se ha podido comprobar 
que algunas reacciones adversas de tipo A (o efecto farmacológico aumentado), que 
dependen de la concentración del fármaco, son más frecuentes entre los hidroxiladores 
pobres, mientras que las causadas por metabolitos activos son más frecuentes entre los 
menos frecuentes hidroxiladores ultrarrápidos. Así, por ejemplo, es muy probable que la 
fenformina, una biguanida de administración oral utilizada en el tratamiento de la 
diabetes, fue la causa de acidosis láctica (efecto tipo A) casi exclusivamente en 
metabolizadores pobres del CY P2D6 (Bertilsson L, 1996). 

El efecto analgésico de la codeína, que es atribuible a la morfina formada a partir de la 
primera por acción del CY P2D6, es nulo o muy escaso entre los hidroxiladores pobres, 
que no producen morfina (dHebron, 1999). Es importante señalar que se han observado 
diferencias interpersonales entre los sujetos PM y EM, debido a que la enzima CY P2D6 

rnetaboliza sustancias críticas para el sistema nervioso central, tal como se observa en el 
riesgo de 2 a 2.5 veces más de desarrollar enfermedad de Parkinson en individuos PM 
que en los EM. (Gerard, 2002, Harhangi, 2001). Esto probablemente se debe a que los 
individuos con un defecto en los mecanismos de hidroxilación son más susceptibles a 
neurotoxinas ambientales (Cervantes y cols, 2001). La identificación de sujetos TJM 
tiene gran valor potencial clínico, ya que cuando los pacientes no responden a las dosis 
estándar y tienen concentraciones plasmáticas más bajas de lo esperado, en relación a la 
dosis, es importante distinguir entre la capacidad de metabolización elevada y la falta de 
respuesta al medicamento. Por otro lado, los individuos UM de CY P2D6 

frecuentemente resultan de la herencia de alelos duplicados o genes • CY P2D6 

funcionalmente amplificados (Lovlie y cois, 2001). 

Se ha observado que las frecuencias fenotípicas. de CYP2D6, entre diferentes grupos 
étnicos son muy variables. Por ejemplo, la frecuencia con que se presenta el fenotipo 
PM en población caucásica 5 a 10% y en la población asiática es de y 1%, en grupos 
americanos es de 2%, y para zimbaweanos es de 0-8% dependiendo del fármaco que se 
utilice para la prueba (Mendoza y cols, 2001; Wennrholm y cols 1999; Gaedigk y cols, 
1999). 

Además, se han observado diferencias en las frecuencias de los alelos mutados que 
dependen del origen étnico de la población. Por ejemplo, la frecuencia de duplicación 
de CY P2D6 varía notablemente, esto es 29% en etíopes (Aklillu y cois, 1996), 20% en 
árabes sauditas (McLelIan y cols, 1997), 1-7% en caucásicos (Agúndez y cols, 1994) y 
1 -2% en orientales (Dalil y cols, 1995).
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2.7. Enfermedad de Huntington 

La enfermedad de l-luntington (131!) es un padecimiento neurodegenerativo que, por lo 
general, se presenta en la cuarta década de la vida. Es una enfermedad autosómica 
dominante que se manifiesta por movimientos involuntarios, pérdida progresiva de las 
funciones cognitivas y cambios de la personalidad, la muerte se presenta 15-20 años 
después de las primeras manifestaciones clínicas, y en un lapso menor en los casos 
juveniles; neuropato lógicamente hay muerte celular que afecta principalmente al 
caudado-putamen y a la corteza cerebral. Neuroquímicamente, en el caudado—putamen 
de los pacientes hay disminución en la concentración de los neurotransm is ores 
glutamato y del ácido gamma amino-butírico (GABA) (Resine y cols.1977; London y 
col, 198l;Penneyycol 1990; Dure 1991). 

En 1983 se descubrió que el gen responsable de esta enfermedad se localiza en el 
cromosoma 4p, y en 1993 el gen fue donado y se encontró que tiene un repetido CAG 
polimórfico. La EH es resultado de las variantes alélicas del gen que codifica para una 
proteína de 348,000 daltones denominada huntingtina (The Huntington's disease 
collaborative research group, 1993).

P 

Cromosoma 4 

Figura. II. Localización del gen
causante de la enfermedad de 1-Iuntington. 

La expansión CAG causante de EH se localiza en el exón 1 y codifica para un segmento 
de 17 residuos de poliglutamina a partir del extremo amino terminal. Los individuos con 
menos de 35 repetidos no presentan la enfermedad, con 35 a 39 pueden presentarla, con 
40 a 60 presentan EH en la vida adulta y con más de 60 repetidos la desarrollan antes de 
los 20 años. 
La mutación produce una proteína alterada en un mayor número de glutaminas.(The 
Huntington's disease collaborative research group 1993; Bates 1993; Paulson HL and 
Fishbeck 1996; Burright 1997)
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2.8. Haloperidol 

Este fármaco se usó inicialmente en la enfennedad de Huntington para el tratamiento de 
la psicosis asociada, pero más tarde se encontró que mejoraba también la corea. Ahora 
es el fármaco comúnmente utilizado para el tratamiento sintomático de la enfermedad 
de Huntington, junto con antidepresivos triciclicos y algunos inhibidores de la 
recaptura de serotonina como la paroxetina y todos son metabolizados por CY P2D6. El 
lialoperidol es un excelente antipsicótico y tambien puede disminuir la corea hasta cierto 
punto. No es efectivo para el tratamiento del transtorno de la marcha de la enfermedad 
de Huntington. El haloperidol se clasifica como un medicamento de alta potencia, con 
mayor efecto extrapiramidal (16%) y ventana terapéutica alta, pero con pocos efectos 
anticolinergicos y menor riesgo ocular, hepático y hematológico. (Cedric y cols 1998) 

r&pi 

ci 

Figura 12. Estructura química del haloperidol (Tomado de Belvan y cols. 1982) 

Sintetizado originalmente por Janssen, este compuesto consiste en un anillo fenil 
cetónico con una cadena lateral recta de propileno y un núcleo de piperidina. En la 
posición para el anillo fenilo cetónico, existe un átomo de flúor, sustituyente, y un grupo 
alcohol terciario con anillo fenílico está en posición 4 del núcleo piperidínico, como 
elemento de sustitución. Pertenece al grupo de las llamadas butirofenonas. El 
haloperidol, aunque tiene estructura diferente, se asemeja a las fenotiacinas 
piperacínicas por su acción antipsicóticas (Belvan y cols. 1982). 

Mecanismo de acción 

El bloqueo de los receptores centrales de dopamina es el mecanismo de acción por 
medio del cual se cree que actúa el haloperidol para el tratamiento de la psicosis y la 
corea de la enfermedad de Huntington. Se supone que estas dos acciones son causadas 
por un exceso relativo de dopamina central (Cedric y cols. 1998).
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Fa rm a cocin ética 

El haloperidol tiende a seguir patrones erráticos e impredecibles de absorción en 
particular después de la administración oral o incluso cuando se utilizan preparados 
líquidos. Los niveles plasmáticos alcanzan su máximo de dos a seis horas después de la 
ingestión del fármaco y permanecen elevados por unas 72 horas. La administración 
parenteral incrementa entre 4 y 10 veces la biodisponibilidad del fármaco activo. El 
haloperidol es muy lipófilico y se fija en gran medida en las membranas o en proteínas, 
y se acurnula en cerebro, pulmón, y otros tejidos que cuentan con un riego sanguíneo 
rico, también entra en la circulación fetal y en la leche materna. La concentración mayor 
del producto aparece en el hígado y en promedio 15% de una dosis dada se excreta en la 
bilis. Aproximadamente 40% de una sola dosis se excreta por los riñones en los 
primeros cinco días (Riker y cols, 1994). 

La farmacocinética que sigue el haloperidol es de tipo multifásico. Reduce el tránsito y 
el vaciado gástrico, pudiendo alterar la absorción de otros medicamentos administrados 
concomitantemente. El metabolismo es hepático, con un metabolito de menor actividad, 
haloperidol reducido, que a su vez es reconvertido en haloperidol (Beresford y Ward, 
1987). Esto explica que en algunos casos la vida media del haloperidol sea mayor a las 
100 horas (Ereshefsky y cols, 1984). El MTPT (1-metil-4-fenil-1,2,3,6,-
tetrahidropiridina)es un compuesto que se transforma en Nmetil-4-fenilpiridio, un 
compuesto neurotóxico que actúa sobre las mitocondrias de las neuronas 
dopaminérgicas del área tegmental ventral y la sustancia nigra. El haloperidol es de 
estructura similar al MPTP y se oxida a tetrahidorpiridio haloperidol, éste a su vez se 
convierte en haloperidol dihidropiridio y finalmente se forma el haloperidol piridio, un 
compuesto igualmeñte neurotóxico. Así, cuando se utiliza el haloperidol a largo plazo 
se corre el riesgo de provocar un efecto neurotóxico sobre las neuronas dopaminérgicas 
del área tegumental ventral y la sustancia nigra (Klaasen, 1996). 

Farmacodinamia 

La vía IV produce menor número de efectos adversos de tipo extrapiramidal, aunque 
esto podría deberse a la administración concomitante de benzodiacepinas y beta-
bloqueadores en diversos estudios (Menza, 1987; Sanders 1989). Esta presentación 
también puede usarse en forma de infusiones continuas (3 a 25 mg/hora) en caso de 
pacientes agitados críticamente enfermos, con poco riesgo de complicaciones, las cuales 
son muy ocasionales: temblor, arritmia auricular con bloqueo de tercer grado 
intermitente y prolongación del QT y taquidardia ventricular (Riker y cols, 1994). 

Dosis 

El haloperidol se presenta en tabletas de 0.5, 1, 2 y 5mg y como una solución incolora e 
insípida que contiene 2mgImL. También se presenta en ampollas de Smg (lmL) para 
uso en vía intramuscular IM e IV. Para iniciar el tratamiento se emplean dosis de 1 a 
4mg/día divididas en dos. Rara vez son necesarias dosis de más de 10 a 20mg/día. En 
general se requiere menos cantidad del fármaco a medida que la enfermedad progresa, 
porque la severidad de la corea disminuye con el tiempo (Cedric y cols, 1998).
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Interacciones Medicamentosas 

Los antidepresivos tricíclicos como, propranolol, buspirona, cimetidina y fluoxetina 
(por competición por las enzimas del CYP2D6) fenitoina, y carbamazepina incrementan 
el metabolismo del haloperidol por inducción de la CYP3A y posiblemente la CYP2B 
(Linnoila, 1980; Jann, 1985), El alcohol, aumenta el efecto depresor del sistema 
nervioso central y el riesgo de discinesias. Los cigarrillos bajan la concentración de 
antipsicóticos. El litio más haloperidol aumenta las posibilidades de síndromes 
extrapirami dales (Cedric y cols, 1998). 

Metabolismo 

El haloperidol es extensamente metabolizado en el hígado y solo un 1% de la dosis 
administrada es excretada de forma inalterada en la orina (Forsman, 1977). La 
biotransformación incluye glucoronidación (de 50 a 60%) y oxido-reducción. (23%), 
también hay una N-dealquilación formando el metabolito piridinium (de 20 a 30%) 
(Someya, 1992, Kudo, 1999). El metabolito de la glucoronidación es inactivo, mientras 
que el haloperidol reducido tiene efectos farmacológicos (por ejemplo: gran afinidad 
por los receptores opioides y receptores dopaminergicos D 2 y D 3 ) (Jaen, 1993). 

La formación del haloperidol reducido es mediada por la carbonil reductasa. El 
haloperidol reducido es parcialmente oxidado a haloperidol. In vi/ro esta reacción es 
mediada por el citocromo P450 (CYP) 3A4, solo un grupo de autores ha reportado la 
intervención de la CYP2D6 (Pan, 1998, Fang, 1997). 

Farmacogenética del haloperidol 

El haloperidol es un fármaco que es un substrato importante de la CYP2D6 (solo ha 
concentraciones bajas). Llerena y cols (1992) administraron dosis orales simples de 
haloperidol a un panel de seis individuos EM y seis PM de debrisoquina. La 
eliminación del haloperidol en los PM fue significativamente más lenta comparada con 
los EM, la vida media (t112) en plasma fue más larga (29.4 y 16.3h, respectivamente, 
con una P<.01) y el tiempo de aclaramiento fue más es lento (1.16 y 2.49L*h"*kg'i, 
respectivamente, con una P<.05). Por otro lado en un estudio clínico realizado en 8 
pacientes caucásicos con esquizofrenia tratados con haloperidol (decanoato de 
haloperidol) se determinó la ocupación del receptor D2 de dopamina mediante una 
tomografia de emisión de positrones en las semanas 1 y 4 semanas después de la 
inyección intramuscular del fármaco. Uno de los pacientes resultó ser genotípicamente 
PM para debrisoquina y presentó la concentración plasmática más elevada de 
haloperidol así como la ocupación más alta del receptores D2 (Nyberg y cols, 1995). 

En dos estudios en Japón se demostró la relación entre concentraciones plasmáticas 
altas de haloperidol y la presencia de los alcios CY P2D6 *10 y *5 en pacientes tratados 
con dosis orales de l2mg diarios de haloperidol. (Susuki y cols, 1997; Mihara y cols, 
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1999). En un estudio reciente en Corea se estableció una relación entre la concentración 
de haloperidol y el genotipo de CYP2D6 en pacientes que recibieron una dosis oral 
menor de 20mg diarios, pero no en pacientes que recibieron dosis más altas. Estos 
resultados sugieren que la CYP2D6 de alta afinidad y baja capacidad es la enzima 
predominante a bajas concentraciones de dosis de haloperidol, mientras que la CYP3A4 
con mayor capacidad y menor afinidad se vuelve más importante a dosis altas, con lo 
que se concluyó que a bajas concentraciones de haloperidol la enzima encargada del 
metabolismo es la CYP2D6 (Roh y cols.). La ruta metabólica del haloperidol catalizada 
por la CYP2D6 es aún desconocida. Otros neurolépticos tales como: perfenazina, 
risperidina, tioridazina, y zuclopentoxiol también son metabolizados por CYP2D6. 

2.9. Técnicas de biología molecular	aplicadas al estudio 
farmacogenómico del CYP2D6 

2.9.1. Purificación de DNA 

En la actualidad existen diversos métodos para aislar ácidos nucleicos: por 
ejemplo, métodos orgánicos, salinos, alcalinos, por enzimas proteolíticas, etc. Todos 
ellos involucran tres pasos básicos: 1) Lisis de leucocitos, células que contienen el 
material genético, mediante la utilización de amortiguadores de lisis; 2) Eliminación de 
componentes celulares no deseados; 3) Obtención de DNA mediante la precipitación 
alcohólica. La purificación de ácidos nucleicos es una técnica muy importante en 
genética y biología molecular, que en conjunto con otras, ha permitido el conocimiento 
de la estructura, función y regulación de los genes (Sambrook y cols, 1989; Davis y 
cols, 1986). 

2.9.2. Cuantificación de DNA 

Existen dos métodos muy usados para medir la cantidad de ácidos nucleicos en 
una muestra de DNA. Si la muestra es pura (es decir que no tiene cantidades 
significativas de impurezas como: proteínas, fenol u otros ácidos nucleicos), la 
cuantificación se realiza por espectrofotometría. Si la muestra es muy pequeña o 
contiene cantidades significativas de impurezas, la cuantificación puede ser estimada 
mediante una electroforesis con bromuro de etidio (Sambrook y cols, 1989). 

a) Cuantificación por Espectro foto metría: las purinas y pirimidinas libres son 
compuestos débilmente básicos y por ello se denominan bases. Poseen una serie de 
propiedades químicas que afectan a la estructura y, en último término, la función de los 
ácidos nucleicos. Las purinas y pirimidinas presentes en el DNA son moléculas 
altamente conjugadas. Estas propiedades tienen efectos importantes sobre la estructura, 
la distribución electrónica y la capacidad de absorción de la luz UV de los ácidos 
nucleicos. La resonancia entre los átomos del anillo hace que la mayoría de los enlaces 
tengan el carácter de doble enlace parcial. Como consecuencia de este hecho, las 
pirimidinas son moléculas planas y las purinas son casi planas, con una ligera torsión. 
Además como un resultado de la resonancia, todas las bases absorben luz U y, y los 
ácidos nucleicos se caracterizan por tener gran absorción a una longitud de onda de 
260niii (Lehninger, 2001).
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Para cuantificar DNA se deben leer las muestras a una longitud de onda de 260 nm y 
280 nm. La lectura a 260 nm permite calcular la concentración de ácidos nucleicos en 
una muestra; y la lectura a 280 nm indica si existen proteínas en la muestra. Una DO 
(densidad óptica) corresponde aproximadamente a 50p.g!ml de DNA de doble cadena. 
La razón entre las lecturas de D0 260i'D0280 proporcionan una estimación de la pureza de 
los ácidos nucleicos. Las preparaciones puras de DNA tienen valores de 1.8 - 2.0. Si el 
DNA esta contaminado con proteínas o fenol, el valor de la razón DO 6 /DO280 es 
significativamente bajo o por encima del valor normal. Por lo cual no se puede calcular 
la concentración de DNA con exactitud (Sambrook, 1989) 

b) Cuantificación por emisión de fluorescencia con bromuro de etidio: algunas veces la 
cantidad de DNA no es suficiente (<250 ng/mI) para ser analizadas por 
espectrofotometría, o el DNA puede tener un exceso de impurezas que absorben luz 
VV. Un método rápido para tener una perspectiva de DNA en una muestra es realizar 
una electroforesis con bromuro de etidio. El bromuro de etidio se intercala en las bases 
del DNA, emitiendo fluorescencia por inducción con luz UV. Por lo cual se puede tener 
una perspectiva de la cantidad de DNA en la muestra comparando la fluorescencia 
producida por la muestra, contra la de un marcador de pesos moleculares que posee un 
patrón de bandas con pesos específicos y conocidos (Sambrook, 1989; Innis y cols, 
1990). 

2.9.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa, conocida mundialmente por las siglas PCR (por 
Polyrnerase Chain Reaction), fue desarrollada a principios de la década de los ochentas 
por Mullis y sus colaboradores [Mullis, 19901,en la empresa Cetus Corporation. 

La PCR es una metodología que se basa en el principio de amplificar un fragmento de 
DNA en forma ilimitada en unas cuantas horas, esto se logra mimetizando el fenómeno 
de replicación del DNA in vivo. Para lograr la meta de la PCR se requiere dt. DNA de 
interés (puede ser DNA genómico o bien cDNA), los oligonucleótidos (por lo general se 
diseñan según la secuencia de la región a amplificar, y son fragmentos de 20-30 
nucleótidos complementarios a las cadenas del DNA que se unen en extremos 
contrarios, uno en la cadena líder que va de 5'a 3' y el otro en la cadena complementaria 
que va de 3' a 5'), los dNTP's (deoxinucleótidos trifosfato, donde los nucleótidos son 
adenina, guanina, citosina y timina), y DNA polimerasa que sea termoestable (La 
necesidad de contar con una enzima que soportara temperaturas de hasta 95°C, hizo 
pensar en microorganismos terrnófilos, por lo que se usa en la actualidad Taq 

polimerasa que es obtenida de Thermus aquaticus) (Strachan y Read., 1998). 

En la reacción de PCR son utilizados también amortiguadores (como cosolventes) y 
algunos minerales como cofactores (ej. Mg) (Rolfs y cois., 1992). 

El procedimiento de amplificación está compuesto de 3 fases, donde la primera consiste 
en la desnaturalización del DNA cuando es de cadena doble, esto se consigue 
exponiendo al DNA a temperaturas de 93-95°C. Después sigue la hibridación. Es esta 
fase la que confiere una alta especificidad a la PCR. Aquí los oligonucleótidos se 
alinean solamente a la región complementaria a ellos. Generalmente se utilizan 
iniciadores de 18 a 22 pares de bases, porque con este tamaño la probabilidad de 
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encontrar más de una secuencia complementaria es altamente remota. La temperatura 
para la fase de hibridación varia según la longitud y secuencia de los iniciadores(T) 
(Rolfs y cols., 1992). 

La tercera fase comprende la polimerización, es decir donde la DNA polimerasa agrega 
al iniciador las bases (los dNTP's) a la cadena complementaria. La temperatura a la cual 
se lleva a cabo la polimerización comprende 72°C, por ser la temperatura óptima de 
función de las DNA polirnerasas. 

La PCR consiste en la repetición de estas 3 fases o bien en ciclos. Así un ciclo está 
compuesto de estas 3 fases. Actualmente los protocolos indican: (Bobadilla y Gamba, 
1996). 

-Desnaturalización 92-95 °C, 10 mm 
-Desnaturalización 92-95°C. 30 seg	 - 
-Hibridación Tm (según la T,, del primer) 30 seg. . 30 ciclos 
-Polimerización 72°C 30 seo:	 J 
-Polimerización 70°C 10 mm 
-Temperatura final 4°C 

En la practica clínica la PCR es útil en los padecimientos en los que el análisis de un 
fragmento génico es relevante en las enfermedades hereditarias en donde el análisis 
detallado del gen en cuestión es el fundamento del diagnóstico, las infecciones, en 
donde la amplificación del material génico o viral provee al clínico con información 
valiosa en el diagnostico, en el pronóstico y la respuesta terapéutica; y en las neoplasias 
malignas, en donde la amplificación de oncogenes y otras proteínas asociadas con el 
cáncer se convertiría en un valioso marcador de predisposición (Herrera y Gamba, 
1996).
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

fIíi'fl 

iuuflUUIifflffllli1J
Inicialmente, se tiene la secuencia de DNA que se quiere 
amplificar (sección marcada). 

1f11øIru	1 

tui1 IiII1IflIIIILIlJ1IJ1ID ulIlfi 
1 i!1IUIU

El primer ciclo comienza llevando le temperatura a 90-
95°C, el DNA se desnaturaliza, y los puentes de 
hidrógeno que unen una cadena con otra se rompen 
generando 2 cadenas sencillas complementarias 

6Ó 

oligonucleótido 1 
3. 

ITFtí i'i' fn 
ATCGCATATQQ 
TAGCGTATACC 

111111111111111 
3.

iT1TJIiuwuii 
AATTCGT*Q4 
T1AAGCAGTCC 

3. 
liii 11(1111

6' 

o1ionuc1eófido 2 

.1111111111111511

En el segundo paso del primer ciclo, la temperatura 
desciende a 60°C, para que los oligonucleótidos se 
puedan alinear en extremos opuestos, y a su secuencia 
complementaria. 

r601ll~
:V?

1 

J.. Nucleót idos libres[ 

..J qpoliasa

En el tercer paso del primer óiclo, la temperature se eleva 
a 72°C, a esta temperatura, la Taq polimerasa, emplea los 
nucleótidos libres, para agregarlos de manera 
complementaria a la cadena.
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EUUÍf DfU	o 
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awiuiufttiffl'

ufttffl.fliWHIt1Uh}JJJ1fl 

3 Nl Ill!ll1RI1Itfllll•tMiI	JUNI 5'

Así al final de la elongación de 
la	cadena,	tenemos	2 
fragmentos grandes que 
contienen cada uno una copia de 
la secuencia de interés 

El segundo ciclo inicia, se vuelve a elevar la 
temperatura a 90-95°C, y las cadenas se 
abren.
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5'	ff1 U. W	s.	.iiwi 3' 

oligonuc1eótid 

3' UIIIu	 5' 

5'urriiuiis:j	1h,M4UlWi 3

l,t- ollgonucleólido 
30 N iimrn" u	 rnhtflii.,p,iirnt

Nuevamente, los oligonucleótidos se anclan en 
sus respectivos sitios cuando la temperatura 
desciende a la TM del primer 

5'  

3' tIffIIflIfl '

5*IuhII fllhfflJ1wrn1NffllN 3' 

ItIr.I,,r,ti,IH' 

3'	 S.

3'

De nueva cuenta, a 72°C, la Taq 
polimerasa, elonga "las cadenas 
sencillas, agregando los nucleótidos 
correspondientes. Al final del segundo 
ciclo tenemos 4 cadenas dobles, donde 
se encuentra insertada la secuencia de 
interés 

3 0

Ciclo 3, paso 1, desnaturalización. 

95C

Inicio 'T'del cielo 3 
."•••••••••	5.

a-'c 
__	 ¿u 

rnmupmmr 

uw.

Ciclo 3 paso 2, alineamiento de los 
primers
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UJ1TflT	 Ciclo 3 paso 3, elongación de la cadena. 
a1i1U1I . 

lifflilll'"'• 

fflw 

uw. 
itwnirnhrtTrr

Al final del ciclo 3, tenemos 2 
fragmentos	cortos	que 

.ii.ffllH	 contienen la secuencia de 
interés, y 6 fragmentos largos 
que también contienen la 
secuencia de interés. 

wmullJ 

,'m"u,ti'IjiuuJflIuu 

-	 — - — - - — — — - — . - — — — 
_ = 

-- = - = = — — — = 

= .= - = = = = = 

-------------

___	- = - .- = = = = = = 

- - - - - - - - - - 

= = = = = ;= = =

Al final de 30 ciclos, tenemos 
las suficientes copias de la 
secuencia de interés 
(aproximadamente 1, 073, 741, 
766 copias de la secuencia de 
interés). 

Figura. 13. Reacción en cadena de la polimerasa. (Tomado de Herrera y Gamba, 1996).
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2.9.4. Enzimas de Restricción 

Las enzimas de restricción (ER) son proteínas que reconocen secuencias concretas del 
ADN, denominadas dianas de restricción y tienen actividad de endonucleasas (cortan la 
doble hélice del ADN). Existen distintos tipos de ER según sea el tipo de secuencia 
reconocida y el lugar de corte. Las que tienen una aplicación más generalizada en el 
diagnóstico molecular son las de tipo II, que reconocen secuencias palindrómicas de 
entre 4 y 8 nucleótidos (secuencias que se leen igual de izquierda a derecha que de 
derecha a izquierda) y cortan el ADN en' dicha secuencia (Figura 14). 
(http://\>,,-\Yw.biopuc.cl/cursos/bio288/clase2.htm.) 

MUR
bik FA 

ftgacT	CGÁccgJ	gy'tcGAT Á'Itga 
.}i1M..ctq ÁGC	T ggJJJij..	.)Jag CTA TÁG ct 

Figura. 14. Actividad endonucleasa de las ER Taq 1 y EcoR V. 
Tomado de (http://www.biopuc.ci/cursos/bio288/clase2.htm)  

En el Figura 14 se presenta la actividad endonucleasa de las ER Taq 1 (obtenida de la 
bacteria termófila Thermus aquaticus) y EcoR V (obtenida de la enterobactena 
Escherichia coli). Ambas enzimas tienen especificidad para la secuencia reconocida 
(diana) y cortan a la misma liberando fragmentos con extremos cohesivos o romos 
respectivamente. Este tipo de enzimas tiene una total especificidad por la secuencia 
diana y el cambio de un solo nucleótido en está produce la pérdida de reconocimiento. 
Las mutaciones debidas a variaciones nucleotídicas o las pequeñas deleciones o 
inserciones pueden producir la pérdida de una diana o la aparición de una nueva diana 
donde antes del cambio ésta no existía 
(http://www.biopuc.cllcursos/bio288/clase2.litm). 

2.9.5. Separación electroforética de ácidos nucleicos 

El método más común y eficaz de fraccionar moléculas de ADN en función de su 
tamaño es la electroforesis en soporte de agarosa o acri lamida. En ambos casos las 
moléculas de ADN (o ARN) se aplican a una matriz semisólida, generalmente un 
polímero de agarosa o acrilamida, que actúa como cedazo restringiendo el paso de las 
moléculas en función de su tamaño. La electroforesis se realiza en un tampón a pH 
básico de forma que las moléculas de ADN están cargadas negativamente. Para inducir 
el desplazamiento a través de la matriz se aplica un campo eléctrico y las moléculas se 
desplazan hacia el polo positivo, en la Figura 15 se esquematiza este método de 
separación. Dado que la carga neta de cada molécula es la misma, sea cual sea su 
tamaño, el único parámetro discriminatorio es el tamaño del poro de la matriz utilizada. 
El resultado final es la separación de las moléculas de ADN en función de su tamaño. 
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Las moléculas más pequeñas pasarán más fácilmente a través del poro mientras que las 
grandes quedarán retenidas. La muestra se aplica próxima al polo negativo y migra 
hacia el polo positivo. Los fragmentos grandes de ADN quedan retenidos en su 
migración al pasar con mayor dificultad a través del poro. Los fragmentos más 
pequeños alcanzan el extremo final del gel, pasando con facilidad a través de los poros 
(http ://webcd. usal. es/web/transgenOO/Unidades/DocumenOO/klei nITEMA 15 .htm). 

Punto de aplicación 
de lamustia 

FI 
Dirección de 
la migración

= 

= 

Figura. 15. Separación electroforética de ácidos nucleicos. 
(Tomado de http://webcd .usal .es/web/trans genOO/Unidades/DocumenOO/klejn/TEM A 15 .htm) 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo General 

Determinar los alelos CY P2D6*3 y CY P2D6*4 en una muestra de pacientes de 
población mexicana con diagnóstico de enfermedad de Huntington, estudiados en el 
INNN Manuel Velasco Suárez. 

3.2. Objetivos particulares 

Caracterizar el tipo de polimorfismo de CYP2D6 en pacientes con enfermedad de 
l-Iuntington. 

Correlacionar los datos genotípicos de CYP2D6 con el tratamiento con haloperidol, 
para sugerir una farmacoterapia individualizada
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

4.1. Material 

4.1.1. Pacientes 

Se estudió una muestra de 70 pacientes con diagnóstico de enfermedad de Huntington 
confirmado a nivel molecular de población mexicana. El rango de edad fue entre 30 y 
65 años, hijos y nietos de mexicanos, todos los individuos firmaron carta de 
consentimiento informado. 

4.1.2. Reactivos 

> Agua desionizada > Fenol saturado 
Alcohol isoamílico > Ficol tipo 400 
Azul de bromo fenol > Hidroxiquinoleina 

> Agarosa (grado electroforético) .	> Isopropanol 
Arcrilamida (grado electroforético) > MgC12 
Ácido cítrico - dextrosa (ACD) > NaCl 

> Acido bórico > NaOH 
> Ácido etiléndiamintetracético 

(EDTA)  
> N-N'-metilén-bis-acrilamida 

> Bromuro de etidio > Persulfato de amonio 
> 3-Mercapto etanol > TRIZMA base 
.> Cloroformo > TEMED 
> Dodecilsulfato de sodio (SDS) > Xiléncianol FF 

Etanol absoluto 

4.1.3. Equipo

> Balanza analítica (OHAUS) 
Baño maría con agitación (Cole Parmer) 

> Bomba de vacío Modelo 1500 
> Campana de extracción de flujo laminar (VECO) 
> Cámara de electroforesis vertical Vi 6 
> Cámara de electroforesis horizontal (HORIZON 58) 
> Centrífuga (BECKMAN GS-6R) 
> Equipo fotográfico (POLAROID DS 34) 
> Espectrofotómetro (BECKMAN DU-40) 
> Fuente de poder 3000 (POWERJPAC BIO RAD) 

Horno de microondas (SHARP) 
> Microcentrífuga refrigerada (Eppendorf 5804R) 
> Microcentrífuga (QUALITRON) 
> pH metro (BECKMAN) 
> Termociclador (Eppendorf) 
> Transiluminador de luz UV (Cole Parmer)
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4.2. Metodología 

Las técnicas que se emplearon para realizar el presente trabajo están representadas en el 
siguiente esquema. 

Muestra¡ 
de sangre 
periférica	1

Restricción del 

i	
producto 

amplificado 
206*4 (Mva 0

Separación de los 
fragmentos obtenidos 
en gel de acrilamida al 

8% 
=====C>

Extracción de los alelos 
Amplificación 

de DNA 2D6*4 y 2D6*3 
genómico PCR

Restricción1	Separación de los 

acrilamida al 
del producto	fragmentos obtenidos 
amplificado	 en gel de 15% 

2D6*3 (Msp!) 

Figura 16. Diagrama que muestra de forma esquemática 
el proceso de identificación d los alelos CY P2D6 *3 Y  *4 

4.2.1. Obtención de la muestra de sangre periférica de los pacientes con 
enfermedad de Huntington. 

Las muestras empleadas para el presente estudio se obtuvieron de dos fuentes 
principalmente, la primera fue del banco de DNA del Departamento de Genética del 
INNN y la otra de pacientes con EH que acudieron a consulta externa en este instituto 
durante 2002-2003. A cada paciente se le informó del estudio y una vez que firmó carta 
de consentimiento se le tomó una muestra de sangre periférica de 20m1 utilizando tubos 
con ácido cítrico-dextrosa. El citrato se une al ión calcio (Ca) formando complejos 
solubles y protege a los procoagulantes lábiles, inhibiéndose el factor IV de la cascada 
de coagulación. La dextrosa cumple la función de conservador y permite que la sangre

Análisis
de los

resultados 
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se pueda almacenar hasta por 7 días en refrigeración sin que se alteren las estructuras 
celulares contenidas en la sangre. 

4.2.2. Extracción de DNA genómico 

La extracción de DNA se realizó por la técnica de sales y fenol-cloroformo o mediante 
un estuche comercial de la marca Quiagen. 

a) Técnica de sales y fenol-cloroformo. 

A partir de la sangre periférica, se separaron los leucocitos por centrifugación a 5000 
rprní4°Cl10min, se lisaron los eritrocitos con amortiguador de lisis de células rojas 
(RCLB), hasta obtener un botón de leucocitos. Posteriormente mediante una solución 
salina (NaCI), se alteró la permeabilidad de la membrana celular permitiendo que ésta se 
rompiera y liberara el DNA que posteriormente se purificó con extracciones de fenol 
saturado (el cual tiene como función eliminar proteínas y restos celulares), fenol-
cloroformo (elimina residuos de fenol saturado) y por último cloroformo isoamílico 
(elimina residuos de fenol-cloroformo). Al final el DNA se precipitó con isopropanol y 
se reconstituyó en agua estéril inyectable. 

b) Extracción mediante el estuche comercial QUIAGEN. 

A partir de la muestra de sangre periférica, se tomaron 2 mL y se 
mezclaron con 2.4 mL de amortiguador AL y 200 1.tL de proteasa 
QUIAGEN. La mezcla se agitó y se incubó a 70°C durante 10 
minutos. 

2. Posteriormente se agregaron 2 mL de etanol (96-100%) y mezclaron 
nuevamente 

3. Se transfirieron 3.3 mL de la mezcla a una columna (QIAamp Midi 
Colum) y se centrifugó a 3000 rpm durante 3 minutos a 20°C 

4. Se desechó el filtrado y el remanente se centrifugó 

5. Una vez que se terminó este proceso, se agregó a la columna 2 mL de 
amortiguador AW1 y se centrifugó a 5000 rpml2 minutos y finalmente 
se agregaron 2 mL de amortiguador AW2 en la misma columna, 
centrifugándose a 5000 rpmll5 minutos 

6. La columna se colocó en otro tubo limpio y estéril en el que se le 
adicionó 300 í.tL de amortiguador AE o agua destilada. Se dejó a 
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temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugó a -5000 rpm/5 

minutos 
7. Para obtener una concentración de DNA máxima, se colocó 

nuevamente el contenido de DNA en la membrana y se centrifugó 

8. El material de DNA genómico se rotuló y almacenó a 4°C (QlAamp 
DNA Blood Midi/Maxi Kit l-Iandbook 09/2001) 

4.2.3. Cuantificación de DNA genómico 

Una vez obtenido el DNA genómico, éste se cuantificó por espectrofotometría y 
electroforesis en gel de agarosa a! 0.05%. Se puede realizar una estimación de la pureza 
del DNA mediante la razón entre las lecturas de 260nm y 280nm. La otra prueba 
utilizada fue la electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio que se empleó 
para observar la integridad de DNA en las muestras y la cantidad del mismo. El peso 
molecular del DNA en las muestras se estima por comparación con la migración de un 
marcador de peso molecular que posee un patrón de bandas con pesos moleculares 
específicos y conocidos. 

4.2.4. Gen otipificación de CYP2D6 *3 y*4 

Para la realización de la genotipificación de los alelos *3 y *4 se emplearon las técnicas 
de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) seguida de digestión con enzimas de 
restricción específicas (PCR-RFLP). La combinación de ambas técnicas permitió 
determinar el genotipo silvestre, heterocigoto y homocigoto mutante para cada uno de 
los alelos. 

La técnica de PCR se utilizó para amplificar una región del exón 5 del gen CY P2D6. 

Esta técnica se llevó a cabo mediante ciclos repetitivos de tres eventos; 
desnaturalización, alineación y extensión a diferentes temperaturas. 

La amplificación de ambos alelos CY P2D6 *3 y *4 se realizó de acuerdo a la 
publicación de Schur y cols (2001) con ligeras modificaciones. Los oligonucleótidos 
específicos para el alelo CY P2D6 *3 usados son: 2D6*3 A (5'- GAT GAG CTG CTA 
ACT GAG CCC-3') Y 2D6*3 B (5'- CCG AGA GCA TAC TCG GGA C-3') y para el 
alelo CYP2D6 *4 fueron 2D6*4 A (5'- GCC TTC GCC AAC CAC TCC G -3') 
2D64 13(5'- AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC -3') 

Para el alelo CY P2D6 *3 cada mezcla de reacción de PCR contuvo DNA genómico 
(300ng/p.1); los oligonucleótidos 2D6*3 A y 2D6*3 B -(200ng/j.il), amortiguador 
adicionado con MgCl 2 (lSrnM), dirnetil sulfóxido (5%), dNTP's (5U/p1) y la Taq DNA 
polimerasa (0.4d), en un volumen de reacción de 30pJ. La reacción de PCR se llevó a 
cabo en un termociclador, bajo el siguiente protocolo: desnaturalización 94°C/5min: 40 
ciclos de tres pasos cada uno; Desnaturalización a 94°C/Imin, alineación de 
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oligonucleátidos a 58°C/lmin. y extensión a 72°C/5min, extención final a 72°C1'10min. 
Posterior a la amplificación los productos obtenidos se digirieron con 2.0 unidades de la 
enzima de restricción Msp 1 (1OU/il) a 37°C durante 3 horas. Esta enzima reconoce la 
secuencia de CCGG, cortando entre las dos citosinas. (Figura 17). 

CYP2D63
2D63B 

CYP2D8 1—1 CYP2D7
	

1 CYP2D6 1 

4169 

4141 cagctg	 agg at9acctgg9 acccagccca gcccccccga 

4201 gacctactg aggccttcct ggcagagatg gagaaggtga gagtggctgc cacggtgggg 

4261 ggcaagggt gtggttag cgtcccagga ggaatgaggg gaggctgggc aaaaggttgg 

4321 accagtgcat cacccggcga gccgcatct, 9 ggctgacagg tgcagaattg gaggtcattt 

4381 gggggctacc ccgttct	 ccct gctcaggcca aggggaaccc 

Figura 17. Secuencia amplificada del alelo CY P2D6*3 con un total de 270 pares de 
bases. Las secuencias en verde representan los oligonucleótidos que flanquean la región 
de interés. La secuencia ccgg (en rojo) representa el sitio de corte especifico de la 
enzima MspI. La adenina (a) en la posición 4169 representa la mutación característica 
de este alelo, que consiste en la deleción de la misma, generandose un sitio de 
reconocimiento en donde actúa la enzima de restricción. 

Para el alelo CYP2D6*4 cada mezcla de reacción de PCR contuvo DNA genómico 
(300ngIp.l); los oligonucleótidos 2D6*4 A y 2D6*4 B (200ng/jil); amortiguador 
adicionado con MgCl2 (15mM); dimetil sulfóxido (5%); dNTP's (5U/.tl) y Taq DNA 
polimerasa (0.4pJ), en un volumen de reacción de 30tI. La reacción de PCR se llevó a 
cabo en un termociclador, bajo el siguiente protocolo: desnaturalización 94°C/5min; 30 
ciclos de tres pasos cada uno; desnaturalización a 94°C/imin, alineación de 
oligonucleótidos a 58°C/imin, y extensión a 72°C/5min, extensión final a 72°C/10min. 
Posterior a la amplificación los productos obtenidos se digirieron con 2.0 unidades de la 
enzima de restricción Mva 1 (IOU/j.il) a 37°C durante 2 horas. La enzima reconoce la 
secuencia de CCAGG, cortando entre la adenina y la guanina. (Figura 18)
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CYP2D6'4

2D64A	2D64B 

CYP2D8 }—.l CYP2D7 l	 _______	 1 CYP2D6 

3301 cctgggcaag aagtcgctg agcagtgggt gaccgaggag gccgcctgcc tttgtgcc 

3361	 gtg ggtgatgggc agaagggcac aaagcgggaa ctgggaaggc 
3421 gggggacggg gaaggcgacc ccttacccgc atctcccacc cccaggacgc ccctttcgcc 

3481 ccaacggtct cttggacaaa gccgtgagca acgtgatcgc ctccctcacc tgcgggcgcc 

3541 gcttcgagta cgacgaccct cgcttcctca ggctgctgga cctagctcag gagggactga 

3601 aggaggagtc gggctttctg cgcgaggtgc ggagcgagag accgaggagt ctctgcaggg 

3661 cgagctcccg agaggtgccg gggctggact ggg	S	 gCataga 

Figura 18. Secuencia amplificada del alelo CYP2D6*4 con un total de 3r50 pares de 
bases. Las secuencias en color verde representan los oligonucleótidos que flanquean la 
región de interés. La secuencia CCAGG representa el sitio de corte específico de la 
enzima Mva J. La guanina (G) en la posición 1934 representa la mutación característica 
de este alelo, que consiste en la sustitución de una G por una A. 

4.2.5. Electroforesis 

Una vez obtenida la secuencia CY P2D6 *3 a través de la amplificación y digestión 
mediante la Msp 1, se analizó en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 15%, 
durante 3 horas a 270V. El gel se tiñó con bromuro de etidio para revelar la localización 
del DNA en el gel. El tamaño de las bandas generadas por la enzima Msp 1 se estimó 
por comparación con las bandas del marcador de peso molecular pBR322 digerido con 
Ha  III. 

De manera similar, una vez obtenida la secuencia CY P2D6 *4 a través de la 
amplificación y digestión mediante la enzima Mva 1 se analizó en un gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante al 8%, durante 2:30 horas a 270V. El gel se tiñó con 
bromuro de etidio para revelar la localización del DNA en el gel. El tamaño de las 
bandas generadas por la enzima Mva 1 se estimó por comparación con las bandas del 
marcador de peso molecular pBR322 digerido con Hae III. 

4.2.6. Análisis de genotipos *3 y 
*4 

La figura 19 representa los 6 genotipos esperados para los alelos *3 y *4 
y el patrón de 

bandas correspondiente para cada genotipo. Estos patrones se diferencian entre sí por la 
presencia o ausencia de bandas específicas cuyo peso molecular se compara con la 
primera columna (M), que representa al marcador de peso molecular.
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CYP2D6*4	CYP2D6*3 

M PCR	Mva!	PCR	MspI 

1	2	3	4	5	6	7	8	9

270 

188 

168 

82 

20 

Figura 19. Genotipos de los alelos *4 y *3, respectivamente. Carril 1 marcador de 
peso molecular (M), carril 2 producto amplificado para el alelo *4; carril 3 genotipo 
homocigoto normal * 11*1; carril 4 genotipo heterocigoto * 11*4; carril 5 genotipo 
homocigoto mutado *4/*4; carril 6 producto amplificado para el alelo *3; carril 7 
genotipo homocigoto normal * 11* 1; carril 8 genotipo heterocigoto * 11*3 y carril 9 
genotipo homocigoto mutado * 3/* 3•





M PCR *11*1 *11*3 

1	2	3	4 

270 
188 

168 

82 

20

Resultados 

5. RESULTADOS 

5.1. Amplificación de DNA 

En todas las muestras de DNA genómico se incluyó una "muestra blanco" sin DNA 
genómico para poder comprobar si no había contaminación. Una vez obtenidos los 
productos de PCR, se observaron en geles de agarosa al 3%; si la "muestra blanco" no 
presentaba alguna otra banda además de las correspondientes a los oligonucleótidos, 
significaba que no había contaminación y por lo tanto, las muestras sólo exhibían las 
bandas de DNA amplificado de interés. 

5.2. Tipificación del alelo CYP2D6*3 

Los productos de PCR se sometieron a restricción con la enzima Msp 1, con la cual se 
obtuvieron los genotipos de los pacientes con EH. En esta investigación sólo se 
identificaron tres genotipos para el alelo *3: el homocigoto normal o tipo silvestre 
(* 11*1) en 70 individuos, y el heterocigoto (* 11*3) en 70 pacientes con EH analizados 
(Figura 20).

Figura 20. Gel de poliacrilamida 
al 15%, con los genotipos 
encontrados para el alelo 
CY P2D6*3 en pacientes con EH. 
Carril 1 Marcador de peso 
molecualr (M), carril 2 producto 
de PCR sin digerir el cual tiene 
una banda de 270pb, carril 3 
homocigoto normal el cual 
presenta 188 y 82pb y el carril 4 

heterocigoto con cuatro bandas 
de 1 88pb, 1 68pb, 82pb y 20pb. 
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5.2.1. Tipificación del alelo CYP2D6*4 

En este caso los productos de -PCR se sometieron a restricción con la enzima Mva 1, 

con la cual se obtuvieron los genotipos de los pacientes con EH. Se identificaron dos 
genotipos para el alelo *4, el homocigoto normal o tipo silvestre (*1/*1) en 70 
pacientes y el heterocigoto (* 11*4) en una muestra de 70 pacientes con EH, en la 
(Figura 21) tenemos la representación de los genotipos obtenidos en la separación 
electroforética.

Figura 21. Gel de poliacrilamida al 
8%, con los genotipos encontrados para 
el alelo CY P2D6*4 en pacientes con 
EH. Carril 1 marcado de peso 
molecular (M), carril 2 producto de 
PCR sin digerir el cual tiene una banda 
de 355pb, carril 3 heterocigoto 1*14* el 
cual presenta 355pb, 250bp y 105pb, 
carril 4 producto de PCR, carril 5 
homocigoto normal * 1 *11 con las 
bandas de 205pb yl05pb.
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5.3. Frecuencias Alélicas y Genotípicas de CYP2D6*3 y CYP2D6*4 

Los resultados obtenidos para las 70 muestras fueron analizadas para determinar las 
frecuencias alélicas y genotípicas. 

Frecuencias alélicas y genotipicas
en pacientes mexicanos con enfermedad de Huntington 

En la tabla 4 se muestran los resultados del alelo tipo silvestre (*1) con una frecuencia 
de 88%, el alelo *3 una frecuencia de 1% y el alelo 4 tuvo una frecuencia de 11.7%. En 
la tabla 5 se observan los genotipos obtenidos para ambos alelos. El homocigoto normal 
*11*1 es el que muestra una mayor frecuencia en la población con EH con un 77%, el 
genotipo heterocigoto * 1/*3 tuvo una frecuencia de 0.15%, y el heterocigoto * 11*4 tuvo 
una frecuencia de 21%. No se observó ningún caso de los genotipos *3/*3 y *4/*4 
lioinocigoto mutado.

Tabla 4. Frecuencias alélicas. 

ALELOS CYP2D6 ] n  FRECUENCIA 
*1 124 0.88 
*3 1 0.01 
*4 15 0.117 

TOTAL 140 1.00 

Tabla S. Frecuencias enntmnir.as

GenotiposCYP2D6 . n Frecuencia 
*11*1 54 0.77 
*11*3 1 0.015 
*11*4 15 0.21 
*3/*3 0 0.00 
*4/*4 0 0.00 
*3/*4 1 0.014 
Total 70 1.00
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6. Discusión de resultados 

Las concentraciones plasmáticas de los antidepresivos tricíclicos y de los neurolépticos 
varían extensamente entre pacientes tratados con dosis similares (Llenera y cois, 1992). 
Esto se debe en gran parte a la marcada variación individual en el metabolismo de los 
fármacos, que depende de muchos factores (edad, sexo, dieta, ambiente) y de los genes 
que codifican para enzimas metabolizadoras y para receptores de fármacos 
(Weinshilboum, 2003). 

Los citocromos P450 constituyen las principales enzimas que catalizan la fase 1 del 
metabolismo de los fármacos. El citocromo 2136 (CYP2D6) metaboliza 
aproximadamente 25% de los fármacos de la práctica clínica actual, entre los que se 
encuentran antidepresivos tricíclicos y neurolépticos como el haloperidol (Goodman y 
Gilman, 1996). Estos medicamentos son parte de la farmacoterapia utilizada en los 
pacientes con enfermedad de Huntington que son atendidos en el Instituto Nacional de 
Neurología y Neurocirugía Manuel Velasco Suárez. 

Los polimorfismos del gen CY P2D6 han sido considerados como uno de los factores 
críticos que causan susceptibilidades individuales diferentes en la respuesta a los 
fármacos. Este gen se localiza en el cromosoma 22q13.1 y es parte de un grupo que 
incluye dos o tres pseudogenes relacionados (Kimura y cois, 1989). El gen CYP2D6 es 
altamente polimórfico y actualmente se han descrito más de 75 alelos 
(http://www.imm.ki.ac/CYPalleles) que se correlacionan con niveles plasmáticos 
anormales de los fármacos metabolizados por este citocromo P450. Los individuos 
homocigotos para los alelos funcionales presentan un fenotipo EM (metabolizador 
rápido), en contraste, los PM (metabolizadores lentos) son homocigotos para alelos no 
funcionales, mientras que los individuos UM (ultra metabolizadores) presentan 
duplicaciones del gen funcional (Weinshilboum, 2003). Se ha observado que las 
frecuencias de metabolizadores lentos de CYP2D6 varía entre los diferentes grupos 
étnicos. Por ejemplo, la frecuencia con que se presenta el fenotipo PM en población 
caucásica es de 5 a 10% (Agúndez y cols, 1994) en la población asiática es de 1% 
(Dahl y cols, 1995) y para zimbaweanos es de O - 8% (Masimirembwa y cols, 1996). 

Además, se han observado diferencias en las frecuencias de los alelos mutados que 
dependen del origen étnico de la población. Por ejemplo, la frecuencia de duplicación 
de CY P2D6 varía notablemente, esto es 29% en etíopes (Aklillu y cols, 1996), 20% en 
árabes sauditas (McLellan y cols, 1997), 1-7% en caucásicos (Agúndez y cols, 1994) y 
1-2% en orientales (Dahi y cols, 1995). La frecuencia del alelo CY P2D6 *3 en 
población caucásica europea es de 1.89% (Marez y cols, 1997) y está ausente en 
poblaciones africanas (Masimirembwa y cols, 1996). La frecuencia del alelo CY P2D6 

*4 en población caucásica alemana es de 19.5% (Sachse y cols, 1997) y de 8% en 
población china (Johansson y cols, 1994).
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Varios estudios han investigado la contribución de CYP2D6 en el metabolismo del 
haloperidol en voluntarios sanos y pacientes. Aunque los datos in vitro sugieren que 
CYP2D6 podría jugar sólo un papel menor en la biotransformación del haloperidol en 
los seres humanos, todos los estudios exceptuando uno que incluyó sólo un 
metabolizador pobre de CYP2D6 (Gram, y cols, 1989) ha encontrado un efecto de 
actividad de CYP2D6 en la farmacocinética del haloperidol. En este individuo 
metabolizador pobre de CYP2D6 las concentraciones en suero de haloperidol son más 
altas, mientras que las concentraciones de haloperidol reducido son más altas que las 
que mostraron los sujetos EM (Llenera, 1992, Young, y cois, 1993). Los niveles de 
haloperidol reducido y haloperidol en sangre están asociados con un riesgo más alto de 
reacciones adversas del fármaco. Los niveles del haloperidol reducido se correlacionan 
con los efectos de extrapiramidalisrno y con los efectos colaterales (Lane, y cols, 1997, 
Altamura, 1998). 

En un análisis retrospectivo, el fenotipo metabolizador pobre de CY P2D6 se encontró 
que fue significativamente alto en los pacientes con efectos adversos (Spina, 1992). 
Este hallazgo se corroboró por varios informes que descubrieron una alta incidencia y 
mayor severidad en los efectos de haloperidol en metabolizadores pobres de CYP2D6 
(Iwahashi, 1997, Spina, 1992). 

En este estudio se realizó un análisis genotípico de los alelos CY P2D6 *3 y CY P2D6 *4 

en 70 pacientes con EH. Los resultados mostraron que el alelo tipo silvestre CY P2D6 
J tiene una frecuencia de 88%, el alelo CY P2D6 *3 de 1% y el alelo CY P2D6 *4 de 

11.7%. Los genotipos obtenidos para ambos alelos indican que el fenotipo homocigoto 
normal o silvestre funcional es el que muestra una mayor frecuencia en la población con 
EH con un 77%. El genotipo heterocigoto *11*3 tuvo una frecuencia de 0.15%, y el 
heterocigoto *11*4 tuvo una frecuencia de 21%. Los genotipos homocigotos mutados 
*31*3 y *41*4 no se encontraron en ningún caso Se identificó un paciente heterocigoto 
compuesto *31*4 que corresponde a un metabolizador pobre, lo cual se confirmó con el 
resultado del estudio de fenotipo. Este paciente no está bajo una terapia con fármacos 
metabolizados por CYP2D6, por lo que no se realizó ningún ajuste de dosis o cambio de 
medicamentos. 

Por otro lado, los resultados mostraron que la frecuencia de metabolizadores lentos de 
CYP2D6 (1.42 %) en pacientes con EH fue similar a la obtenida en un estudio de una 
muestra de 130 individuos (1.54%) de población mexicana normal, (comunicación 
personal, López M). Este resultado era esperado ya que se ha visto que no existe una 
relación entre los polimorfismos de CYP2D6 y la enfermedad de Huntington.
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7. CONCLUSIONES 

Se identificó un paciente con genotipo *31*4 que es un heterocigoto 
compuesto y su fenotipo también correspondió a un metabolizador pobre. 
Este paciente no tomaba fármacos metabolizados por CYP2D6 por lo que 
no realizó una correlación fenotipo-genotipo en cuanto a los efectos 
adversos. Se debe recomendar que en este paciente no se prescriban 
fármacos metabolizados por CYP2D6. 

La frecuencia de metabolizador lento de CYP2D6 encontrada en los 
pacientes con EH (1.42%) fue similar a la de los controles de población 
mexicana (1.54%) como era de esperarse, ya que no existe una relación 
entre los polimorfismos de CYP2D6 y la enfermedad de Huntington. 

Será necesario analizar otro tipo de factores como lo son peso, talla, edad, 
hábitos de tabaquismo, comedicación para realizar un ajuste 
farmacoterapéutico adecuado y ajustado a cada paciente, para poder brindar 
una buena correlación entre estos factores y la eficacia de la terapia con 
fármacos que sean metabolizados por CYP2D6, en nuestro caso 
haloperidol. 

Es necesario investigar otros alelos de CYP2D6 que puedan producir 
fenotipos metabolizadores lentos, así como la elaboración de formatos de 
efectos adversos para que sean aplicados y correlacionados con los 
resultados de este estudio.
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