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Resumen

I. RESUMEN

La farmacoterapia de las enfermedades neuropsiquiatricas 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 mayoria de las diferencias
individuales en la respuesta a los farmacos, caracterizadas a escala molecular, se deben
a los genes que codifican para las enzimas capaces de metabolizar farmacos y, en menor
grado, a los genes que codifican para sus receptores y transportadores. Estas vanaciones
pueden mplicar diferencias individuales en la eficacia terapéutica y/o reacciones
adversas al farmaco, las cuales pueden ser severas o incluso letales. Recientemente, la
farmacogendmica surgié como una alternativa potencial para la aplicacion del
conocimiento del genoma humano en la elaboracion de ratamientos efectivos y terapias
individualizadas que sean mas exitosas y menos riesgosas. En el caso de farmacos de
alta potencia como los antipsicOticos, dentro de los cuales estd el halopendol, es
necesario tener herramientas mas solidas que rompan con los esquemas tradicionales de
dosificacion, y con la farmacoterapia estandar que no toma en cuenta las variaciones
individuales. En este sentido, la farmacogenomica de los padecimientos
neurodegenerativos se encuentra en etapas niciales enfocadas al entendimiento de los
mecanisimos genéticos responsables de la etiopatogenia de la enfermedad y de la
variabilidad terapéutica individual.

Los polimorfismos del gen CYP2D6 han sido considerados como uno de los factores
criticos que causan susceptibilidades individuales diferentes en la respuesta a los
fdrmacos. Este gen se localiza en el cromosoma 22ql13.1 y es parte de un grupo que
incluye dos o tres pseudogenes relacionados. [Los individuos homocigotos para los
alelos funcionales presentan un fenotipo EM (metabolizador rapido); en contraste, los
PM (metabolizadores lentos) son homocigotos para alguno de los mas de 60 alelos
mutantes de CYP2D6.

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

ks este trabajo sc cstudiaron 70 pacientes con enfermedad de Huntington mediante un
analisis molecular de los alclos CYP2D6*3 y CYP2D6*4. En  todos los sujetos se
cxtrajo DNA genémico a partir de sangre peniférica y se amplificaron regiones
cspecificas de estos alelos. Los productos de PCR se digirieron con Mval y Mspl,
respectivamente, y se analizaron por electroforesis en gel de agarosa o acrilamida
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.
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Los resultados mostraron que el alclo tipo silvestre CYP206 *1 ticne una frecuencia de
88%, el alelo CYP2D6 *3 de 1% vy ¢l alelo CYP2D6 *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 poblacion con EH con un 77%,
el heterocigoto *1/*3 tuvo una frecuencia de 0.15%, y el heterocigoto *1/*4 tuvo una
frecuencia de 21%. Los genotipos homocigotos mutados *3/*3 y *4/*4 no se
cncontraron en ningun caso. Se identificd un paciente heterocigoto compuesto *3/*4
que corresponde a un metabolizador pobre, lo cual se confirmé con el rcsultado del
estudio de fenotipo. Es interesante sefialar que este dato muestra que existe una buena
correlacién entre la genotipificacion y la medicién de las cantidades de farmaco
excretadas en orina utilizando dextrometorfan como farmaco de prueba.

+2
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2. MARCO TEORICO

2.1. Farmacogenética

Es el estudio de la variacion genética, aplicada a la variabilidad individual, de la
respuesta a un farmaco (Mahgoub A, 1977). La tarmacogenética esta relacionada con la
genética y el estudio de la herencia de diferencias biolégicas, de generacion en
generacion, v de la diversidad resultante en la poblacion. Ademas, estudia los diferentes
cfectos de un farmaco in-vivo en pacientes diferentes, dependiendo de la presencia de
variantes genéticas heredadas (Mahgoub A, 1977).

Un numero de estudios recientes demuestran que las variaciones genéticas contnbuyen
a respuestas diferentes a un tarmaco. Por ejemplo, tenemos los siguientes casos: (1) la
respuesta de los pacientes con Alzheimer al tratamiento con tacrina de acuerdo al
genotipo de ApoE. (Sjogren, 2001), (11) la respuesta de los pacientes con arterosclerosis
a prevastatina de acuerdo con su genotipo CETP, (i1) la respuesta de los pacientes
asmaticos al albuterol de acuerdo con el receptor adrenérgico beta-2 que presenten, el
tratamiento de pacientes asmaticos con inhibidores ALOX 5 y su genotipo 4LOXS
(Drazen, 1999), (1v) el tratamiento con omeprazol para las infecciones por f. pylori en
pacientes con Ulcera de acuerdo al genotipo CYP2CI9 (Sapone, 2003), (v). Los efectos
adversos del abacavir en pacientes con SIDA con relacion con a los alelos HLA, y a la
respuesta al tratamiento con herceptina en relacion con la expresion del oncogen Her2
(Hassanhi, 1995).

2.2. Farmacogenomica

La farmacogendémica puede definirse como la aplicacion de la tecnologia gendmica en
el desarrollo de farmacos y de esquemas terapéuticos disefiados para lograr ensayos
clinicos mas exitosos y terapéuticas mas efectivas y menos toxicas (Pickar y Rubinow,
2001) La farmacogendmica incluye no solo la fammacodinamica, sino también la
farmacocinética. Esta nueva ciencia tiene sus raices en la farmacogenética y en el uso de
técnicas moleculares tradicionales para estudiar las diferencias en los genes individuales
que codifican para proteinas que participan en las vias metabdlicas de Jos farmacos
(Destenaves y Thomas, 2000; Wieczorek y Tsongalis, 2000). El gran reto de la
farmacogenomica es descubrir las bases genéticas y los mecanismos moleculares de la
enfermedad que permitan definir los mejores blancos terapcuticos posibles y desarrollar
farmacos que actien de forma especifica y altamente eficaz sobre ellos.

Una gran parte de los medicamentos utilizados clinicamente pasan por el proceso de
biotranstormacion que tiene lugar en diversos organos del cuerpo, stendo el higado uno
de los mas activos. Este lleva a cabo este proceso en dos etapas, primero mediante
enzimas que transforman fas moléculas lipofitas del fairmaco en un mctabolito mas
hidrosoluble, que habituatmentc representan la forma activa del fanmaco. Estos
metabolitos posteriormente se metabolizan y se eliminan del organismo. Esta ruta
depende de la actividad de los biocatalizadores. los cuales estin dcterminados por
caracteristicas genéticas. Pequenas diferencias o mutaciones en la dotacidn genética
{pohimortismo) pucden producir modificaciones en las cnzimas que codifican (Elliot,
2000).

(W)
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L] estudio farmacogendmico ofrece la posibilidad de identificar los diferentes tipos de
respuestas @ un determinado farmaco, permitiendo estratificar la poblacion de
voluntarios o pacientes cn metabolizadores lentos. rapidos y ultrarrapidos. Las ventajas
de esta estratificacion se traducen en una seleccion a priori de poblaciones homogéneas,
en cuanto a la metabolizacion del farmaco, y de esta manera una mejor evaluacién de
las respuestas terapeuticas, y de los efectos secundarios o toxicos del farmaco.
De este modo podrian establecerse dosis tdeales para cada grupo ¢ incluso excluir
aquellos casos en los que el farmaco produce efectos no deseados o no es eficaz
(Miinker, 2000).

Tanto los sujetos metabolizadores lentos como los ultrarrdpidos muestran
coneentracianes plasmaticas anormales del farmaco y sus metabolitos. Los primeros no
son capaces de metabolizar el farmaco y acumulan dosis elevadas que pueden ser
toxicas, mientras que los metabolizadores ultrarrdpidos no suelen mostrar respuesta
clinica en absoluto debido a su tendencia a eliminar los farmacos del organismo antes de
que tengan el efecto terapéutico deseado (Munker, 2000).

2.3. Metabolismo de Farmacos

Los farmacos y otros productos quimicos que son extraitos al organismo como aditivos
alimentarios, productos quimicos del medio ambiente, o insecticidas, sufren
transformaciones enzimaticas que usualmente desembocan en una pérdida de la
actividad farmacoldgica. Aunque el metabolismo de farmacos conduce a una
detoxificacion, los procesos de oxidacion, reduccion, y otras reacciones catalizadas por
enzimas pueden |levar a la formacién de un metabolito que tenga efectos terapéuticos o
toxicos, a este fendmeno se le denomina bioactivacion (Williams, 1978).

Es importante aclarar que los factores farmacoldgicos juegan un papel importante en la
respuesta a los farmacos. La ruta metabdlica de los farmacos se puede dividir en dos
etapas, la farmacocinética, que estudia como los fArmacos se absorben, se distribuyen y
llegan a los tejidos blanco, y la farmacodinamia que es la encargada de estudiar el efecto
farmacologico, la respuesta clinica y s1 se desemboca en eficacia o toxicidad. Esto se
observa en el siguiente diagrama (Figural).
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Absorcidn

Distribucién del [irmace Concentracida del farmaco Metabolismo ¥ excrecion

en los tejidos en el sistema cil culataclo ded farmaco FARMACOCINETICA

Distribucién Ehmanacién

Efecto fanmacolfgico

f ' FARMACODINAMIA

Toxicidad

Figura. 1. Ruta metabolica que siguen los farmacos para tener efecto farmacolédgico.
{Tomado de www.dml.georgetown.edu/deptspharmacology/davetab.html. Sep 2002.)

2.3.1. Fase farmacocinética

Farmacologia

La {armacologia es el estudio que comprende el conocumiento de la historia, el origen,
las propiedades fisicas y quimicas, la presentacion, los efectos biloquimicos vy
fisiologicos, los mecanismos de accidn, la absorcion, la distribucion, la
biotransformacion y la excrecidn (eliminacidn), asi como el uso tcrapéutico de los
farmacos. Su cstudio tradicionalmente sc ha dividido en dos fases: la farmacocinética y
la tarmacodmanua (Goodman y Gilman, 1996).
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La farmacocinética es la ciencia que matematicamente describe e movimiento y curso
temporali de un farmaco cn fases que comprenden  absorcion, distribucion,
biotransformacion y excrecidon de un mcdicamento, con el fin de optimizar la
farmacoterapia en términos de seguridad vy eficacia. Utiliza varios modelos para explicar
el movimiento de una sustancia en el organismo. En ¢t modelo monocompartamental se
asume un solo 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 mas se ajustan a la realidad, pues tiene en cuenta que el medicamento
administrado no solo sufre procesos de absorcion y eliminacion, sino también el de
distribucién a diferentes drganos (Shargel & Andrew, 1993 ; Burgeots, 1995 ; Grebb,
1995 ; Ciraulo y cols., 1995).

La absorcion de un farmaco se describe como el movimiento de una sustancia desde el
sitio de administracion hasta el sitio donde va a ser medido. Los farmacos que se
administran por via oral se desintegran y disuelven en los jugos gastricos antes de la
absorcidn (lo que ha sido llamado fase farmacéutica). La absorciéon oral depende de la
concentracion del farmaco, de su liposolubilidad, del pHl intestinal y géstrico, de la
motilidad intestinal y del 4rea de absorcion. Todo farmaco posee propiedades diferentes
de desintegracion (conversion a granutos), disgregacion (en particulas) y disolucién (en
“lones 0 molécutas), las que dependen también del excipiente que acompaia al principlo
activo (Goodman y Gilman, 1996).

El pH del medio (intestinal o celular), determina la concentracion de las formas tonicas
y no iénicas de una sustancia. A mayor pH, mayor ionizacion de los acidos y a menor
pH, mayor tonizacion de las bases. A su vez, los acidos se ubican en mayor
concentracion en el medio alcalino y las bases en un medio acido debido a que en tales
medios predominarian sus formas 16nicas las cuales no logran atravesar fas membranas
(secuestro 10nico) {Grebb, 1995).

Las intcracciones absortivas afectan la velocidad de absorcion mas que en una
disminucién de la cantidad absorbida. La absorcion alterada de un farmaco es
importante principalmente para aquellos que son administrados en dosis tnica, por
pequefios periodos de tiempo o en forma intermitente. Cuando se administran farmacos
en forma cronica el efecto en la velocidad de absorciéon no es tan significativo (Grebb,
1995).

La velocidad de absorcidn de un farmaco determina la rapidez de aparicion (tmax.) y
magnitud de los picos. de concentraciones plasmaticas {(Cmax). La via de administracion
influye significativamente en la velocidad de absorcion, la cual es mas alta con
fairmacos de administracidn intravenosa > via pulmonar > via rectal > via intramuscular
* (dcltoides y vasto externo) > via oral > via subcutinea > via dermatologica (Belknap v
Nelson, 1993).

En la absorcion se pueden presentar interacciones medicamentosas significativas, por
ejemplo, los antiacidos que contienen magnesio y alumnuo se unen a la clorpromazina
formando un complejo insoluble, disminuy¢ndose Ja canuidad de principio activo
disponible para la absorcion. En una seric de vemte pacientes con dosis estables de
clorpromazina, la admunistracion simultdnea de antidcidos redujo la excrecion urinaria
de clorpromazina cn un 10% a 45% (Forrest y cols., 1970). La administracion oral de
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hierro tedricamente podria reducir la absorcion de varios psicofarmacos. Los
psicofarmacos con efectos anticolinérgicos pueden disminuir la mottlidad
gastrointestinal, incrementado el tiernpo de exposicion de los farmacos administrados a
la mucosa intestinal y por lo tanto su absorcion (Betknap y Nelson, 1993).

2.3.2. Enzimas Metabolizadoras de Farmacos (EMF)

Durante varias décadas (1950-1980) las enzimas metabolizadoras de farmacos (EMF)
fueron generalmente descritas como sistemas hepaticos de destoxificacion, responsables
de la degradacion de farmacos y otros contaminantes ambientales para facilitar su
excreclon. Sin embargo, es timportante sefialar que estas enzimas no son exclusivas del
higado, sino que se encuentran ampliamente distribuidas, y que la acci6n 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
existian 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 electrolitico y division celular) mucho antes de la divergencia entre las plantas y
animales. Las EMF también estan implicadas en la sintesis y la degradacion de todas las
moléculas no peptidicas que participan en la modulacién, via ligando, del proceso de
transduccion que afecta el crecimiento, la apoptosis, la homeostasis y las funciones
neuroenddcrinas. Tal es el caso de la ciclo-oxigenasa, la leucotrieno-Cq4 sintasa (una
glutation transferasa), la tromboxano-sintasa (CYPS) y la prostaciclina sintasa {CYP8)
que representan cuatro de las muchas EMF que participan en la cascada del éacido
araquidonico {Cervantes y cols, 2001).

Un farmaco dentro del cuerpo humano se ve afectado por procesos de union a proteinas,
distribucién, metabolismo y excrecion. Unicamente una pequefia fraccion de la dosis
total del farmaco es la responsable del efecto terapéutico, ya que el resto se metaboliza y
se excreta. La manera en que el higado metaboliza principalmente los farmacos varia
dependiendo del tipo de molécula de que se trate, algunas son transformadas hasta CO;
y H,O y son eliminados por medio de la respiracidn, 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 quimico al cual es expuesto el
organismo. Los mecanismos de biotransformacion de farmacos pueden dividirse en dos
grupos: reacciones de fase | y reacciones de fase II, que dependen de distintos procesos
bioquimicos.
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2.3.3 Citocromos P450

[as enzimas citocromo P450 son los componentes terminales del sistema enzimatico
oxigenasa de funcion mixta (MFO)(Livingstone, 1993). En un principio los diferentes
laboratorios obtuvieron resultados distintos y se creo cierta confusion con respecto a las
funciones y caracteristicas de las enzimas citocromo P450. Esto fue aclarado cuando se
determiné que existian varios tipos de moiéculas de citocromos P450 que se podian
encontrar en individuos de una misma especte {Guengerich,1993).

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

En la figura 2 se muestra una forrna simplificada de la estructura de la enzima
citocromo P450, en el quc se puede sefalar que ésta posee sitios para atrapar dos
moléculas: una de oxigeno (O;) en el sitio hemo y el sustrato que se une justo por sobre
el grupo hemo.

FIGURA N®1

| APOPROTEINA [t

Figura.2. Estructura simplificada de una enzima citocromo P450.
(Tomado de Fossi v cols, 1997)
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La figura 3 corresponde a la enzima citocromo P450 de la bactena Pseudomonas putida,
en el que se observa que estd fonmada ademas por a-hélices (formas espirales) y hojas 3
(estructuras planas), ademas 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 proinco.net/staff/mogens/p450/antecede.html)

2.3.4 Funciones que cumplen las enzimas citocromo P450.

Las enzimas citocromo P450 son un grupo, que en la actualidad el niimero de sustratos
conocidos para estas enzimas estd arriba de mil. Entre las funciones mas importantes
que realtzan estan las siguientes {Guengerich, 1993).

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

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

¢) La sintesis de 6xido nitrico gaseoso simple, usado, entre otras funciones, como
toxina anti-patogeno (Guengerich, 1993).

d) En algunos organismos como mecanismo de defensa ante ¢l ataque de alcaloides
toxicos de plantas (Guengerich, 1993).
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Una importante caracteristica de los citocromos, como el P450, es que son inducibles.
Se sabe que la induccion selectiva de isoenzimas de P430 por diversos factores juega un
pape! 1mportante en ia determinacion de efectos bioldgicos de varios compuestos
guimicos por ejemplo, el citocromo P450 2El, esta comprometido en el metabolismo
oxidativo de medicamentos, procarcindgenos, protoxinas y muestra una cormelacion
positiva en pacicntes drabéticos tipo I con pobre control metabdlico. Estos hallazgos
suministran un nueve argumento para tener un buen control metabolico en personas con
diabetes mellitus (Guengerich, 1993).

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

Ademas de lo anterior, en enfermedades como Ia diabetes se han encontrado
alteraciones en el metabolismo de medicamentos, al parecer por disfuncion en el
sistermna del citocromo P459.
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2.3.5 Mecanismos de accion

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

l.

2.

3.

4.

5.

6.

Comienza atrapindose el sustrato al citocromo férrico (Fe’)

Un electron es transferido al atomo Fe, pasando éste a su estado ferroso (Fe*),
esta transferencia es a veces realizada por proteina citocromo b;

Esta forma ferrosa se une a una molécula de O,

Se realiza una segunda reduccion agregandose un electrén y ademas un proton
Este intermediano pterde una molécula de agua dejando un complejo (FeO)y-
que direetamente oxida el sustrato.

El sustrato oxidado es liberado de la enzima

Figura 4. Mecanismo de accién del citocromo P430.
(Tomado de htip://www.proinco.net/staff/mogens/p450/antecede html )

Ll
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La Figura 5 muestra algunos de los posibles origenes de los electrones invelucrados en
el proceso recién explicado. Se observa al citocromo P450 en la membrana del reticulo
endoplasmico. Los electrones involucrados en la oxidacion de los sustratos en manos
del citocromo P450 pueden provenir de FAD o el NADPH (fosfato dinucledtido
nicotinamida-adenina) desde el crtoplasma o desde el citocromo bS5 que se encuentra en
la membrana (Guengerich, 1993).

Figura 5. Componentes moleculares del sisterna citocromo P450
celular en la membrana del reticulo endoplasmico.
(Tomado de http://www proinco.net/staff/mogens/p450/antecede.htmi)

2.3.6 Induccion de las enzimas citocromo P450

En la Figura 6 se muestra el sistema P4501A1 en el que un quimico téxico
primeramente se une a un receptor arilhidrocarburo hidroxilasa (Ah) en el citoplasma de
la célula y causa la Iiberacion de la proteina de ataque térmico (hsp 90). Esta proteina
es reemplazada por otra que es la ARNT. Este nuevo complejo entra al nicleo de la
celula donde se une en forma especifica una determinada regién del DNA, que a su vez
permite el acceso a factores de transcripcion, encargados de transcribir los genes del
P450 1A, los RNA mensajeros pasan al citoplasma donde se transcriben a nuevas
moléculas de enzima citocromo P450 que luego viajan al reticulo y actian en la
degradacién del quimico téxico (Shugart, 1996).
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Figura. 6. Induccién de las enzimas citocromo P450.
{Tomado de Guengerich, 1993)

Las biotransformaciones oxidativas catalizadas por las monooxigenasas de citocromo
P450 incluyen hidroxilacion aromatica y de cadena lateral, desalquilacion de N, O y S,
oxidacion de N, sulfoxidacion, hidroxilactén de N, desaminacion, deshalogenacion y
desulfuracién. También se advierte catalisis de reacctones reductivas, por accién de
enzimas de citocromo- P450 y por lo comun en un medio con baja tension de oxigeno.
La tnica caracteristica comun al grupo heterogéneo de xenobiodticos oxidativos por
enzimas de citocromo P450 es su gran liposolubilidad. (Benet y cols, 1996; Lehninger y
cols, 2001).

La clasificacion basica de Ja familia de multigenes del citocromo P450 se basa en la
similitud de secuencias de proteinas individuales. Los miembros de una familia genética
especifica tienen una identidad que incluye mas de 40% de los aminoacidos. Una
familia especifica del citocromo P450 suele dividirse en subfamilias, de tal manera que
las secuencias protéicas dentro de ia misma subfamilia son 1dénticas en mas 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 indole (Nelson, 2001; Agundez y cols, 2001).

Existen numerosos genes citocromo P450 que codifican diferentes verstones de las
enzimas, para fines practicos, estos genes han sido agrupados en diferentes familias
(numcros |, 2, etc.), subfamilias (letras A, B, etc.), y enzimas individuales (numeros 1,
2, etc). Por ejemplo, la enzima citocromo P450 inducida por el 2,3,78-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (dioxina) se le da la designacioén P4501 A1 (Shugart, 1990).
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2.3.7. Reacciones de fase |

Las EMF de fase | eslan principalmente representadas por citocromos P450 (codificados
por la familia de genes C'YP) y participan en la destoxificacion de sustratos reactivos
mediante la formacion de metabolitos intermedios, por reacciones metabdlicas de
reduccion y oxidactén. Estas reacciones permiten posteriormente la conjugacién de los
mectabolitos intermedios formados. aumentando asi su polaridad. En la fase II, las
enzimas citocromo P450 son una familia compleja de enzimas bajo control genético.
Los metabolitos generados por estas hemoproteinas son principalmente de dos tipos:
electrofilos y radicales lLibres; los electrofilos son producidos por la oxidacion de
farmacos y generan metabolitos reactivos que actian como arilantes o alquilantes,
uniéndose covalentemente a sitios nucleofilicos, ejerciendo su toxicidad a través de la
formacion de enlaces covalentes ( Williams. 1978).

~ Oxidacion: hidroxilaciones, desalquitlacion, desulfuracion, deshalogenacion.

B

# Reducciéon: azorreduceidn, nitrorreduccion.

HIDROXILACION:
FENOBARBITAL P-HIDROXIFENOBARBITAL
OH
\\ /’//I.__\_\:::\
/ L/J
CH; d CH,
© =0 o /o
HN \H/h H | e— HN N H

O \(Lr

REDUCCION:
Cl ——CHO
> Cl OH
Cl
TRICLOROCACLTALDEHIDO TRICLOROETANOL.

Figura 7. Metabolismo de [Armacos (Tomado de Williams, 1978)
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l.a ludrolisis consiste en la particion de una molécula por la adicion de una de agua, es
llevada a cabo por enzimas como las carboxilesterasas responsables de la
transesterificacion de la cocaina en presencia de etanol a etilcocaina, un compuesto
altamente toxico, las peptidasas y las hidrolasas epdxido (encargadas del metabolismo
del 10,11-epdxido de carbamazepina). La reduccion permite la conversion de
sustituyentes nitro (-NOj) a grupos amino (-NHj), entre otros. Estd conformada por
azoreduccion y nifroreduccidon (metabolismo del clonazepam a 7-aminoclonazepam),
carbonilreduccion  (que convierte ¢l haloperidol  en  haloperidol  reducido),
disulfidoreducciéon (convierte el disulfiram en un sulfihidrilo), sulféxidoreduccion, N-
oxidoreduccion, quinona reduccidén y deshalogenacion. La oxidacion es llevada a cabo
por enzimas hepaticas pertenecientes a la superfamilia de la citocromo P450 y esta
compuesta por procesos de hidroxilacion, dealquilacion y sulfoxidacion. La
hidroxilacion conduce a la adicion de un grupo hidroxilo (-OH) y se uuliza en el
metabolismo  de  psicotropicos como  alprazolam, midazolam, triazolam,
desmetildiazepam, barbitlricos, carbamazepina, fenitoina, destpramina, imipramina y
propranolol, entre ofros. La dealquilacion esta relacionada con la remocion de un grupo
metil (-CHs) o ctil (-CH,-CHs) unido a un atomo de oxigeno (O), nitrégeno (N) o azufre
(S) de la molécula. Se utihiza en el metabolismo de clordiazepdxido, diazepam,
flurazepam, prazepam, amitriptilina, fluoxetina, imipramina y sertralina, entre otros. La
clorpromazina sufre un proceso metabdlico de sulfoxidacion, con la adicion de un
oxigeno (O) a un azufre (S). La oxidaciéon ademas, permite la oxidoreduccion de
alcoholes por accion de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la acetaldehudo
deshidrogenasa (ALDH). El etanol se oxida a acetaldehido por la ADH (higado >
pulmon, rifién y mucosa gastrica). Una ADH atipica (con predominio de la subunidad
b2), capaz de oxidar etanol mas activamente, estd presente en un 85% de los orientales
vs. un [0% de los occidentales, permitiendo una gran formacion 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 dcido acético lievandolos a experimentar una
descarga autondémica similar a la producida tras el consumo de disulfiram. La nicotina
es metabolizada por la ADH en cotinina. Otras cnzimas oxidativas son las
monoaminoxidasas que permiten la deaminacion oxidativa de aminas primarias a
amonio y aldehido. Se cncuentran a nivel mitocondrial en el higado, nfion, intestino,
plaquetas y tejido neuronal y son fuente de peréxidos (H.0O;) por ejemplo, la MAO-A
metaboliza tiramina, dopamina, noradrenalina, adrenalina, triptamina, serotonina y
haloperidol que es convertido a wun metabolito piridinico  neurotoxico
(www.dml.georgetown.edw/deptspharmacology/davetab.htm).

Las reacciones de oxidacion y reduccion permiten posteriormente la conjugacion de los
metabolitos intermedios formados, aumentando su polaridad, en la llamada fase 11.

2.3.8. Reacciones fase Il

Conjugacion con acido glucurdnico
Actlacién

Metilacion

Conjugacion con acrdos mercaptiricos

NI
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Se da por enzimas ubicadas en el citosol, conducen a un incremento de la hidrofilicidad
de los xenobioticos facilitando su excrecion por riiion o bilis segtin sea su tamano (Ej.
acetilacion y metilacion), s¢ lleva a cabo mediante la conjugacion con un acido:
glucuronido, acético, sulfirico o aminoacidos.

La glucuronidacion es la via de mayor actividad metabolizadora, se lleva a cabo en el
reticulo endoplasmico del higado, rinén, intestino, piel, cerebro, bazo y mucosa nasal.
Ademas de los xenobiéticos, también son conjugados compuestos endogenos como la
bilirrubina, las hormonas tiroideas y esteroideas. La metilacidn es una via comun pero
menor de biotransformacion de xcnobioticos, tiene la facultad de disminuir la
hidrosolubihidad de éstos. Utiliza como factor la S-adenosiimetiomna (SAMe). Las
reacciones de metilacion convierten la S-adenosilimetionina (SAMe) en  S-
adenosilhomocisteina. Tienen como sustrato a catecolaminas y otras aminas aromaticas.
La catecol-o-metiltransferasa (COMT) conduce a la o-metilacién 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 polimorfisimo genético. La acetilacién permite la biotransformacion
de xenobidticos que contienen una amina aromatica (r-NHz) o un grupo hidrazina (R-
NH-NH,), produce metabolitos poco hidrosolubles, la reaccion es catalizada por N-
acetiltransferasas (NAT1 y NAT2) que se encuentran en el citoplasma de hepatocitos
principalmente. La NAT2 metaboliza farmacos que han sido biotransformados por
reacciones de tipo I como nitrazepam, clonazepam, fenelcina, cafeina e isoniazida. Se
ha documentado un pelimorfismo genético en las N-acetiltransferasas (Nebert, 1997%;
Nebert, 1991; Benet y cols, 1996).

Las EMF de fase II como las UDP-glucoronosil-transferasas, las glutation-transferasas,
las N-acetil-transferasas y las sulfotransferasas, no intervienen-en la formacion de
metabolitos intermedios e involucran a una gran variedad de reacciones de conjugacion,
donde se agregan moléculas polares tales como d4cido glucurénico, sulfatos,
aminoacidos y muy especialmente glutation (GSH). El GSH juega un papei importante
debido a que su principal sitio nucleofilico es el grupo tiol de la cisteina 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 detoxificacién via conjugacion de
metabolitos reactivos con GSH. Asi los metabolitos electrofilicos interactian
preferentemente con el grupo tiol de GSH en vez de hacerlo con las proteinas
constitutivas de membrana o enzimas, y s6lo cuando éste se agota los metabolitos
electrofilicos producen dano. Por lo tanto, las diferencias genéticas en la regulacion,
expresion y actividad de los genes que codifican para la EMF fase [ y fase Il deben ser
factores cruciales en la definiciéon de la susceptibilidad al cancer, asi como también en la
determinacton del potencial téxico o carcinogénico de los farmacos y otros
contaminantes ambientales (Nebert, 1997 Nebert, 1991; Benet y cols, 1996;
http://escuela.med.puc.cl.paginas/publicaciones/Guias/dha/dha_1185 html).
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2.3.9. Biotransformacion (metabolismo o aclaramiento)

Los xcnobioticos son qguimicos exogenos, usualmente liposolubles, que requieren ser
convertidos en moléculas hidrosotubies para ehiminarse del organismo. Esto se logra
mediante la accion enzimatica de los diferentes tejidos. Sus efectos pueden ser
benéficos (conversidén de profarmacos en tirmacos activos) o deletéreos (formacion de
metabolitos tdxicos). Cada fairmaco puede tener un perfil farmacocinético diferente. La
farmacocinética linear no depende de la dosis administrada o de las concentraciones
plasmaticas alcanzadas por posecer una via metabdlica no saturable o multiples vias
metabolicas, de tal manera que un cambio en la dosificacion produce un cambio
proporcional en los niveles plasmaticos. En otras palabras, al duplicarse la dosificacidn
se duplican la Cméax y el area bajo la curva (ABC). El area bajo la curva es aquella que
se encuentra al correlacionar las concentraciones plasmaticas alcanzadas por un farmaco
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 earacteriza por saturacion
del metabolismo o la induccion enzimatica, dependiendo de la dosis administrada o las
concentraciones plasmaticas (este es el caso de psicofarmacos como la carbamazepina,
la paroxetina y la ziprasidona). Dicho de otra manera, los farmacos que son
metabolizados en proporcion 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 adnnnistrada, siguen una cinética no linear o de
orden cero.

La biotransformacién puede darse a traves de cualquiera de los tejidos corporales, pero
existen Organos con una accion metabolica predominante, el higado, los puimones, ¢l
intestino v los rifiones. La accién metabolica genera metabolitos activos o Inactivos o
transforma profarmacos en compuestos activos a través de la acctén enzimatica de las
mitocondrias y microsomas hepaticos. Las enzimas que metabolizan xenobidticos se
encuentran principalmente en el reticulo endoplasmico, mitocondnas, citosol,
membrana plasmatica o cubierta nuclear del higado (microsomas > mitocondrias) >
pulmén, piel, mucosa nasal, ojo, tracto gastrointestinal > nfion, adrenales, pancreas,
bazo, corazdn, cerebro, etc (Belknap, 1993).

Una forma de determinar la velocidad metabolica de un organo como el higado es a
través del aclaramiento, el cual relaciona la concentracion del firmaco con la velocidad
de eliminacién en un drgano y determina la eficiencta del mismo para remover el
farmaco del organismo. El aclaramiento total es la suma de los aclaramientos de
diferentes organos (Cltotal = Clhepatico + Clrenal + ...). El aclaramiento es expresado
en términos de volumen (de sangre aclarada) por unidad de tiempo. Para detenminarlo:

Cl=kex VD

Ci =D/ ABC (Belknap, 1993)
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2.3.10. Biodisponibilidad

Esta se refiere a la cantidad de farmaco administrada que alcanza la circulacion
sistémica (mas alla de la circulacion portal) con respecto a la alcanzada con la via
intravenosa {(100% de biodisponibilidad) y promedio de la concentracion plasmatica
sobre el intervalo de tiempo estudiado. Sc calcula por medio de la razon entre el area
bajo la curva (ABC) del preparado oral y el ABC del preparado L.V. Si la razon (f) es
igual a 1, se dice que el medicamento tiene completa biodisponibilidad y no sufre
alteracion hepatica (Greenblatt y cols., 1996). El area bajo la curva (ABC), es también
un predictor de la concentracion plasmatica en el estado de equilibrio durante la
administracion cronica de un farmaco (Nuwer y cols., 1990). La biodisponibilidad
depende de la presentacion farmacéutica, de la desintegracion y disolucion del farmaco,
del pH gastrointestinal, de la motilidad gastrointestinal, del estado de la flora intestinal,
de la secrecion bihar, de la administracién concomitante con alimentos, del efecto de
primer paso y de variables tales como la edad, la posicidon corporal y la actividad fisica
tras la administracion de la sustancia, de la presencia de una patologia cardiovascular
(que compromete la perfusion intestinal) y del embarazo. La admunistracion
intramuscular puede ser considerada equivalente a [a intravenosa en este contexto (con
excepcion de fa fenitoina, el diazepam y el clordiazepdxido) {Greenblatt & Koch-
Weser, 1976), pero la gran mayoria de los psicofarmacos tienen una biodisponibilidad
oral considerablemente menor que la unidad ; esto es debido a una absorcion incompleta
(poco frecuente) y a la extraccion presistémica, la cual involucra el metabolisme dado
en la mucosa gastrointestinal {por enzimas CYP3A) y el metabolismo de "primer paso”
hepatico (Thummel y cols., 1996). Asi, el valor f de biodisponibilidad absoluta, seria
igual a I mcnos el rango de extraccién, el cual depende del aclaramiento de una dosis
intravenosa ‘del farmaco en evaluacion sobre el flujo sanguineo hepatico. Los
medicamentos con un alto aclaramiento hepatico exhibirdn pues una menor
biodisponibilidad oral; tal es el caso para los antipsicoticos, ADT, SRS y algunas BZD
como triazolam y midazolam. El| diazepam, desmetildiazepam, alprazolam y trazodona,
por el contrario, exhibiran poca extraccidon presistémica por uno 0 ambos mecanismos
(Greenblatt y cols., 1996). El metabolismo se puede saturar y un farmaco prelongar la
vida media de otro o disminuirla.

El efecto de primer paso se reflere al fendmeno que se presenta después de la
administracion oral de un fairmaco en el que un metabolismo parcial o total elimina una
cantidad importante de ¢€sta durante su primer paso por €l higado. La accion bacteriana
cn ¢l lumen intestinal, las enzimas de la pared intestinal y el tejido pulmonar
contribuyen al efecto de primer paso. Esto conduce a una disminucion de la
biodisponibilidad y a una disminucién de la respuesta terapéutica.

La distribucton es la medida del espacio disponible en el organismo (mas alla del
compartimiento plasmatico) para albergar el fArmaco. En otras palabras, es la relacion
entre la dosis administrada y la concentracion en plasma. Se habla de volumen de
distribucion aparente (VD), ya que los datos obtenidos a través de las formulas
matematicas no corresponden a valores reales sino a valores hipotéticos que permiten
comprender et grado de distribucion del farmaco a los tejidus. El volumen de
distribucion se disminuye si el farmaco se une fuertemente a las proteinas plasmaticas
(UAP), lo que lo retiene en el espacio vascular (VD = 0.06 Lvkg.). St se presenta un
paso a traves del endotelo capilar pero no de las membranas celulares, en este caso por
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baja UAP, pero baja liposolubilidad, la distribucion alcanza el espacio intercelular
unicamente (VD = 0.2 L/kg.). Cuando el firmaco logra atravesar las membranas
celulares y es captado por los tejidos, el volumen de distribucion es tan amplio que los
valores se consideran "sobrestimados" (VI > | Lt /kg.). En caso de farmacos con alta
UAP y VD elevados, la constante de afinidad por las primeras debe ser bajo. Todos los
psicofarmacos son bases débiles altamente hiposolubles que tienen un alto volumen de
distribucion debido a su capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica.

La determinacion del volumen de distrnibucion de un farmaco se obtiene mediante la
razon de su cantidad administrada o dosis (D) y su concentracion plasmatica inicial
(Co), si se utiliza un modelo monocompartimental [VD = D/Co], o mediante la razén
entre ¢l aclaramiento renal (Cl) y la pendiente de la fase de eliminacion (ke) [VD =
Cl/ke] st el modelo es bicompartimental (Belknap, 1993).

Los farmacos viajan libremente en el plasma o unidos a protemas (albimina para
farmacos acidos y alfa glicoproteinas para los basicos). Los farmacos libres (fraccion
libre} se distribuyen a los tejidos por medio de la difusion, la cual depende de la
concentracion del farmaco, del coeficiente de difusion, de las caracteristicas de la
membrana y la velocidad de perfusién de cada tejido {adrenales (550 ml/100 gr./min.) >
nnones (450) > tiroides (400) > higado (95} > mtestinos (75) > corazén [en estado
basal] (70} > cerebro (55)}. La acumulacién del farmaco depende de la velocidad de
perfusion y de la afinidad del tejido por el farmaco.

La UAP es un proceso reversible (enlaces como puentes de hidrogeno o fuerzas de Van
der Waals) o irreversible {enlaces covalentes). El farmaco que esta unido a la proteina
es usualmente inactivo. La UAP estd determinada por la concentracion y las
proptedades del farmaco, la calidad y cantidad de proteina, la constante de asociacidn
farmaco-proteina, las interacciones medicamentosas (competicion o alteracion de la
afinidad de la proteina) y la condicion fisiopatologica del paciente. La warfarina, la cual
se une ampliamente a proteinas, puede ser desplazada por psicofarmacos que se unan a
ellas, como antidepresivos (exc. venlafaxina)} y benzodiacepinas. Sin embargo, en la
practica el efecto de tal interaccion parece ser de poca significancia en pacientes jovenes
saludables, ya que la Warfarina desplazada es sometida rapidamente a metabolizacion y
distribucién tisular, manteniéndose una fraccion libre estable (Burgeois, 1995).

La UAP aumenta la duracion del efecto, pues la sustancia untda no sufre procesos de
filtracion glomerular y se libera a medida que se aclara la que esta en forma de fraccion
libre. La albumina se encuentra en concentraciones dc 35 a 50 gr/Lt, tiene una vida
media de 18 dias vy tiene preferencia por farmacos acidos (aniones). La alfa-
glicoproteina tiene preferencia por farmacos basicos como los psicofarmacos (aniones)
y se encuentra a concentraciones de 0.4 a 1 gr/lt, pero por ser un reactante de fase
aguda exhibe una gran variabilidad intraindividual en sus niveles plasmaticos,
incrementandose con situaciones de estrés como episodios depresivos o psicoticos,
conductendo a una disminucion de la fraccion hibre y de la eficacia de antidepresivos o
antipsicoticos (Ereshefsky y cols., 1996). Las lipoproteinas (especialmente cuando se
satura la alblinina), las inmunoglobulinas y los erntrocitos son también capaces de
untrse a farmacos. La unidn a los globulos rojos csta ¢n relactdn inversa a la unién a la
albumina. La albumina se une también a la bilirrubina, las hormonas, los acidos grasos,
al triptofano, etc. y es responsable de la presion osmotica que mantiene el volumen
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intravascular. La distribucion es inicialmente mayor en corazon, rifiones y encéfalo
(dependiendo de la capacidad del medicamento de atravesar la barrera
hematoencefalica, del flujo sanguineo cerebral y de la afinidad por receptores
cerebrales), v menor en musculo y tejido graso; pero lucgo, la redistribucidn equilibra la
concentracion en todos los tejidos. La enfermedad hepatica (que conduce a una menor
sintesis de proteinas y a una menor calidad de la proteina), el catabolismo proteico {en
caso de trauma o cirugia), la distribucion de liquidos hacia cl espacio extracclular (en
caso de quemaduras) y la enfcrinedad renal, son factores que disminuyen la
concentracion de proteinas plasmaticas y permite niveles de fraccién libre mucho
mayores, trayendo como consecuencia un mayor riesgo de toxicidad. La enfermedad
renal temminal, por ejemplo, puede alterar fa UAP del diazepam (de un 99% a un 94%),
del oxazepam (95% a 88%), dcl pentobarbital (66% a 59%), del fenobarbital (55% a
concentraciones muy bajas), de la fenitoina (90% a 80%), del tiopental (72% a 44%),
del triptéfano (75% a valores muy bajos) vy del acido valproico (85% a menos). Sin
embargo la UAP de la clorpromazina (98%), de la desipramina (92%), de la maprotitina
(90%), la imipramina (95%), pimozide (98%), haloperidol (95%) o nortriptilina (94%),
no se ven afectadas, ya que los niveles de alfa-glicoproteinas pemmanecen mas estables
(Shargel & Andrew, 1993).

La barrera hematoencefalica (BHE) se encuentra en todos los vertebrados y desde el
primer trimestre de gestacion en la especie humana. Se caracteriza por la presencia de
uniones estrechas entre Jas células epitehales de los capilares cerebrales, los cuales
carecen por Jo tanto de poros. Adicionalmente se encuentran prolongaciones de los
astrocitos que cubren completamente la red de capilares cerebrales con excepcion de
algunos sitios como la hipéfisis, Ia glandula pineal y el plexo coroides. Esto impide el
paso de pequeitas mioléculas, péptidos y farmacos 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 caracteristicas morfolégicas del endotelio capilar cerebral son debidas a factores
troficos (péptidos) producidos por los astrocitos. Esto pudo demostrarse ante el hallazgo
que capilares del musculo de rata adquirian las caracteristicas de la BHE al ser puestos
en contacto con tejido cerebral (Pardridge, 1988).

Para el transporte de sustancias no liposolubles o de gran tamafio el endotelio utiliza
varios mecanismos. El transporte mediado por un transportador permite €l acceso de la
glucosa al cerebro y de nutrientes como el acido lactico, colina, arginina, adenosina o
adenina y de hormonas tiroideas. Lstos transportadores pueden ser regulados por
caracteristicas medioambinetales como el incremento o la disminucton de la glucosa.
Estos transportadores poseen las caracteristicas de saturabilidad, estereoespecificidad,
competicion e inhibicion o induccion propias dc otros sistemas similares. El transporte
mediado por receptor permite el transporte de péptidos circulantes como la insulina
(transcitosis), la activacion de sefialcs intracelulares o la alteracion de la permeabilidad
a nutrientes, agua o proteinas plasmaticas. El transporte mediado por proteinas
plasmaticas permite la interaccion de éstas con el endotelho capilar el cual induce
cambios conformacionales transitorios en el sitio de union del tigando modificando su
constante de disoctacion (kd). Esto ha conducido a la revaluacion de modelos
farmacocinéticos que sosticncn que solo la fraccton hibre puede ser transportada a través
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de la membrana. Se han definido varias estrategias para la admunistracion de farmacos
no liposulubles al tejido cerebral. Algunas son invasivas como la mfusién carotidea de
un medio hipertonico {glucosa) o la infusidn intraventricular (de poca eficacia pucs el
farmaco cs ripidamente derivado al seno venoso sin ingreso al parénquima cerebral). La
terapia con liposomas, profarmacos liposolubles o formacién quimérica de dos péptidos
(uno con alta solubilidad) por un enlace covalente, parccen ser promisorias (Pardndge,
198%).

2.3.11. Excrecion

Comprende varias vias: Renal filtracién glomerular (principalmente fraccion libre),
secrecion tbular (transporte activo a mvel del tubulo contorneado proximal),
reabsorcion tubular, depuracion o aclaramiento (medida del farmaco excretado por
unidad de tiempo = entre 0 y 650 mi/min.); Biliar: eliminacion por heces o reabsorcion
en ntcstino delgado (circulacion enterohepéatica); otras seria la lactea, ¢l sudor, la saliva
y las lagrimas. :

A comienzos del S. XX se afirmaba que el transporte (secrecién tubular) se daba en un
solo sentido. Desde 1949 se discutio la posibilidad de que los compuestos organicos
secretados pudiesen estar sujetos a reabsorcion. Finalmente se ceoncluyd que el
transporte en ambas direcciones dependia de la difusion pasiva de elementos no
tonizados y por lo tanto del pH (el cual si es elevado altera la eliminacidn de las bases
débiles como los psicotropicos), mientras la secrecion tenia un mecanismo activo para
acidos y bases organicas débiles. Ademas de la filtracidon glomerular, los acidos y bases
débiles sufren un proceso de secrecién en el tubulo conforneado proximal que requiere
energia, es susceptible a inhibicion metabdlica, tiene una capacidad limitada de
transporte, es utilizado por varias sustancias (competitivo) y puede ser inhibido por
agentes farmacologicos. La difusion pasiva, en cambio, depende del gradiente de
concentracion de especies no polares determinado por el pH uninano, la velocidad de
flujo urinario y ¢l flujo sanguineo renal. La difusién pastva es el mecanismo utilizado
para la reabsorcién, la cual suele darse en una porcion del tubulo distal a la secrectdn.
La reabsorcion de particulas cargadas (iones) se produce a través de poros paracelulares
permeables al agua y otras sustancias de bajo peso molecular. Existen mecanismos
sccretores para acidos y bases organicas gue no dependen del pH ni de la polandad de
las sustancias (Burgeos, 1995).

Para farmacos que siguen una cinética de primer orden, el tiempo que toman para que
sus niveles plasmaticos disminuyan en un 50% se ha denominado vida media (t1/2).
Este parametro permite establecer algunas veces la dosificacton adecuada de un farmaco
(con cinética de primer orden o declinacion exponencial de los N.P. que significa que la
veloctdad de eliminacion es proporcional a la cantidad de farmaco en el cuerpo). Es un
indicador del tiempo necesario para alcanzar el estado de "meseta o equilibrio” después
de iniciado un tratamiento y perimte conocer el tiempo necesario para la remocién de un
principio activo. La t1/2 se calcula dividiendo el logaritmo natural de 2 (0.693) por la
pendiente de la fase de eliminacion (k) [t1/2 = 0.693/ke] (Burgeois, 1995).
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El estado de meseta (o los miveles plasmaticos en estado de equilibrio) es aquél que sc
presenta cuando las concentraciones plasmaticas se vuelven estables. Un 50% de la
eventual concentracidn en estado de equilibrio sc alcanza con una vida media, 90% con
3.3 vidas medias y mas de un 97% con 5 vidas medias. Los niveles plasmaticos en
estado de equilibrio dependen de la biodisponibilidad y el metabolismo de un farmaco,
pero no de su distribucion, En cambio, la vida media es influenciada tanto por cl
metabolismo como por la distribucion. Asi, en sujetos de edad, donde la proporcidn de
grasa corporal es mas alta, el estado de meseta es similar al de tos adultos jovenes, pero
la vida media suele ser mayor con la misma dosis (Burgeois, 1995).

2.4. Fase Farmacodinamica

La farmacodinamia es el mecanismo de accion y efectos de la interaccidn farmaco-
organo blanco que conducen a un efecto terapéutico y a los efectos secundarios. Hasta
el S.XIX, la terapéutica se basaba en la administracion de extractos derivados de plantas
sin juicio racional alguno sobre el cfecto que los mismos producian en el organismo.
Esta confianza en los productos naturales prosperd hasta los afios veintes cuando los
primeros compuestos sintéticos fueron introducidos. Paul Ehrlich insistia en que la
accion de los farmacos deberia conocerse en términos de interacciones quimicas entre
los farmacos v los tejidos. Desafortunadamente el empirismo clinico y la practica de los
principios homeopaticos de Hahnemann (lo symilar cura lo similar y la actividad se
incrementa con la dilucidn) siguen teniendo vigencia hoy en dia. Virchow en el siglo
XIX afirmaba : "La terapéutica es un estado empirico llevado a cabo por doctores y
clinicos practicos, y es por medio de una combinaciéon con la fisiologia que ella puede
llegar a ser una ciencia" (Grebb, 1995).

Las moléculas farmacologicas deben ejercer un efecto en uno o mas constituyentes
celulares para producir una respuesta farmacolégica. 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 interaccion de los farmacos
participan cuatro tipos de proteinas reguladoras: enzimas, moléculas transportadoras,
canales 16ntcos y receptores. Durante la fase farmacocinética se describié la interaccion
con las celulas absortivas, proteinas plasmaticas y las enzimas hepaticas. El mecanismo
de accidon de los diferentes tdrmacos puede determinarse a través de trabajos de
experimentacion in vitro e in vivo, en tejidos animales o humanos. Los avances en la
biologia molecular y las técnicas de neuroimdgenes han permitido ir conociendo la
forma como se comportan los diferentes psicotarmacos ante su sitio de interaccion.
Inicialmente, por cjemplo, los receptores eran clasificados segan su interaccidn con un
ligando radiomarcado. Hoy se cuentan con técnicas de clonacién molecular que
permiten conocer la secuencia aminoacidica de los receptores v proteinas intracelulares
y conocer con mas detalle la presencia de subtipos de receptores con diferentes
funciones. La /nternational Union of Pharmacological Sciences (IUPHAR) es el
organismo conformado por un grupo de expertos que definen la clasificacion de los
receptores de acucrdo a su perfil farmacolégico, molecular y bioquimico (Grebb, 1995).
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2.4.1. Eficacia de los farmacos

El concepto de eficacia no se refiere solo a la propiedad de un farmaco para promover
una respuesta fisiologica "positiva” ; es la propiedad del farmaco que modifica ta
subsecuente interacclon de los receptores con otras proteinas de membrana {un cambio
cn el estado del complejo RG). Existen tres tipos de eficacia o respuesta ante la
interaccion de un farmaco con un receptor, recientemente definidas. Un farmaco
agonista positivo puede ser antagonista o agonista inverso dependiendo del sistema
celular en el que se encuentren (Kenakin, 19906).

Efectos adversos e interacciones medicamentosas

L.a accion de los diferentes farmacos no es sélo de tipo terapéutico; muchos de ellos
poseen interacciones con otros receptores o sitios de accion que dan lugar a la aparicion
de efectos secundarios no deseables, muchas veces intolerables, y que obligan a la
suspension o cambio del plan terapéutico. Una reaccidn adversa puede ser definida
como una reaccion a un farmaco o a una combinacion de firmacos 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
aparicidn de efectos adversos. Hasta un 75% de los efectos adversos son relacionados
con las dosis y son tedricamente prevembles (Melmon, 1971). La politerapia y los
tratamientos prolongados también contnibuyen a una mayor presentacion de efectos
adversos. Los grupos de pacientes susceptibles estd constituido por ancianos, nifios,
embarazadas (en especial litio y anticonvulsivantes), pacientes con enfermedad
sistémica o trauma encefalocraneano, presencia de estresores psicosociales y presencia
de una enfermedad psiquidtrica asociada a la que ha requerido el tratamiento (Gerner,
1993).

A pesar de las multiples publicaciones sobre los efectos adversos de cualquier fairmaco
y de la determinacién de sus niveles de toxicidad en estudios de animales (indice
terapéutico), la incidencia de efectos adversos no puede ser prevista con precision en un
individuo, pues dependen en buena medida del grado de susceptibilidad del paciente
debido a las caracteristicas inmunoldgicas particulares y al polimorfismo genético que
determina las diferencias observadas entre los individuos en el metabolismo de un
fairmaco (reacciones idiostnerasicas).

Algunos de los efectos adversos més coinunes son causados por el bloqueo de los
receptores muscarinicos o de otros receptores monoaminérgicos y muchas interacciones
medicamentosas de tipo farmacodindmico pueden explicarse por la accion sobre
sistermas stmilares u opuestos (Richelson, 1991 ; Grebb, 1995).
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Las interacciones medicamentosas se presentan cuando un farmaco altera la respuesta
del paciente a otro farmaco. Es clinicamente significativa cuando Incrementa o
disminuye la eficacia, o cuando incrementa o disminuye la toxicidad de uno o mas de
los farmacos involucrados. La presentacion de interacciones es variable segun los
estudios realizados y los farmacos evaluados, con un rango amplio que va del 2% al
70% (Belknap y Nelson, 1993}. Las interacciones que dependen de las caracteristicas
farmacocinéticas de los farmacos fueron analizadas cn sus respectivas fases. Las
interacciones farmacodinamicas son mediadas por receptores o debidas a respuestas
fisiologicas.

Indice terapéutico

Matematicamente se ha definido como a diferencia cntre la exposicidn efectiva minima
y la maxima exposicion tolerable a un farmaco. Un medicamento de indice terapéutico
estrecho es aqucl en el que pequenios cambios en las concentraciones sistémicas llevan a
marcados cambios en las respuestas farmacodinamicas. La FDA acepta que un
medicamento posee un indice terapéutico estrecho cuando la diferencia entre la dosis
letal media (DLsg) y la dosis efectiva media (DEsp) es menor de dos y cuando el uso
seguro y efectivo de un farmaco requiere una cuidadosa titulaciéon y monitoreo. Los
medicamentos como el litio, clonidina y fenitoina, de amplio uso en psiquiatria, son
considerados como farmacos de indice terapéutico estrecho (Levy, 1988).

2.5. Nomenclatura de los citocromos P450

Los cstudios en animales de laboratorio y en scres humanos han caracterizado 221
genes para la expresion del sistema citocromo P450, que se clasifican segin las
estructuras en 36 familias; 12 de estas familias de genes existen en todos los mamiferos
y se han subdividido en 22 subfamilias3. Las familias y subfamilias de enzimas se
definen con base en la similitud en la secuencia de aminodcidos. Por ejemplo, el
citocromo P450 dc una familia, exhibe hasta 40% de similitud con otra familia de
P450; la subfamilia siempre comparte mas de 55% de similitud en la secuencia.
Directory of P450-containing systems, 1997. http://www .icegeb.trieste.it/p450
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Tabla 1.Familias de citocromo P450

CYPI Metabolismo de farmacos (3 subtamilias)

CYP2 Metabolismo de farmacos v esteroides (13 subfamiiias)

CYP3 Metabolismo de farmacos {1 subfamiha)

CYP4 | Metabolismo de acido araquiddnico o acidos grasos (5 subfamilias)

CYPS Tromboxano A2 sintetasa {1 subfamilia)

CYP7A | Biosintesis de acidos biliares (Miembro de la subfamilia)

CYP7B | 7-alfa hidroxilasa (miembro de la subfamilia)

CYP8BA | Prostaciclina sintetasa (miembro de la subfamilia I}

CYP8B | Biosintesis de acidos biliares (miembro de la subfamilia I)

CYPI1 | Biosintesis de esteroides {2 subfamilias)

CYP17 | Biosintesis de esteroides {1 subfamilias)

CYPI19 | Biosintesis de esteroides (1 subfamilias)

CYP20 | Funcion desconocida (1 subfamitia)

CYP21 | Biosintesis de esteroides (1 subfamilias)

CYP24 | Degradacton de vitamina D (1 subfamilia)
CYP26A | Hidroxilasa de acido retinoico (miembro de la subfamilia 1)
CYP26B | Probable hidroxilasa de dcido retinoico (miembro de la subfamilia 1)
CYP26C | Probable hidroxtlasa de acido retinoico (miembro de la subfamilia 1)
CYP27A | Biosintesis de acidos biliares (miembro de la subfamilia 1)
CYP27B | Vitamina D3 1-alfa hidroxilasa activadora de vitamina D3 (nmuembro de la subfamilia 1)
CYP27C | Funcién desconocida {miembro de la subfamilia 1)

CYP39 | Funcién desconocida (miembro de la subfamilia 1)

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

CYPS5]1 | Biosintesis de colesterol (1 subfamilia)

(Tomado de Nelson, 2001)

Los citocromos P450 se denominan con la raiz CYP (Citocromo P450) seguida de un
nimero arabigo, una letra y otro numero arabigo, segin el gen de la familia, subfamilia
y forma de P450, respectivamente. Directory of P450-containing systems, 1997.
http://www.icegeb.trieste.it/p450

2.5.1. Importancia de los Citocromos P450

Se pilensa que sélo tres de las familias de genes (CYPL, CYP2 y CYP3) son
responsables de la mayoria del metabolismo xenobidtico. En la tabla 2 sc encuentran
algunas enzimas del citocromo P450 con cjemplos de los sustratos mas conocidos y los
farmacos que los pueden inhibir o inducir (Wngton v Stevens, 1992). A pesar del hecho
que muchas de estas enzimas comparten substratos especificos, cn ciertas condiciones
una unica enzima del P450 imnterviene en la detoxificaidon o biotransformacion de un
compuesto en particular. El metabolismo de los medicamentos esta sujeto a control
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genético y depende de las cantidades de diversas clases del P450 expresadas en un
érgano  determinado. Asi es posible determinar el metabolismo, la actividad
farmacoldgica y la toxicidad de un compuesto. Los CYPs estan bajo la influencia de
varios factores como edad, sexo, temperatura, ambiente quimico, medicamentos y
enfermedades como se resume en la Figura 8.

Control genético

-4+—Enfermedades

Sexo T A .
B 0 "‘\-. Farmacos
Temperatura Ambiente quimico

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

El sistema P450 puede tener repetidos ciclos de oxidacion/reduccién durante ¢l
metabolismo de endobidticos y xenobioticos, sin apreciable dano estructural. Sin
embargo, la participacion del P450 termina un proceso que se clasifica como
inactivacion "suicida" (Ortiz Montellano y Reich, 1986). Hasta ahora, se han
caracterizado 3 mecanismos distintos de inactivacion: a) destruccién del heme
prostético via N-aquil/arilacion; b) alquilacion del apocitocromo, por un reactivo
intermedio (Roberts y cols, 1993).
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Tabla 2. Algunas enzimas del citocromo P450 con ejemplos de los
sustratos mas conocidos y los fadrmacos que los pueden inducir o inhibir.

Sustratos Inductores Inhibidores
Enzima (metabolizados)
CYPIA2 | Acelaminofen Amitriptilina | Nicotina Primidona Erithromicina Anasirozol
Amitriptilina Propranolol Cimneprazol Rifampincina | Fluvoxamine Cimetidia
Parucetamol Clozapina Fenobarbital Mexiletine Ciprofloxacina
Clomipramina Tacrina Norfloxacin Diltiazem
Teofilina Ritonavir Enoxacina
Tacnne
CYP2AG | Nicotina Rutonavir Barbinsricos Ritonavir
Tamoxifen
CYP2C9 | Losartan Fluoxetina Rifampincina Amiodarona Ketoprofeno
Amitriptilina Torascmida Anastrozola Metronidazol
Fenitoina Tolbutamida Cimetidina Fenilbutazona
Acenocumarol Warfarina Diclofenac Ritonavir
Carvedilol Dapsona Disulfiram Sulfinpirazona
Diclofenaco Dronabinol Fluconazol | Sulfonamidas
Fluvoxamina Sulfamethoxazol-
Flurbiprofen trimetroprim
Fluvastatina Troglitazona
Zafirlukast
CYP2C19 | Diazepam Clomipramina | Rifampicina Barbitdricos | Felbamato Ritonavir
Imicrarnina Citalopram Fluoxetina Tolbutamida
Omeprazol Propranclol Fluvoxamina Troglitazena
Pentamidina Hexobarbital QOmeprazol
CYP2D6 | Amitriptilina Debrisoquina | —=--smmmm-eemeo- ——--ee—-- | Amiodarone Quinidina
Clomipramina Disipramina --- Fluoxetina Ranitidina
Fluoxetina Doxcpin Flufenazina Ritonavir
Paroxetina Imipramina Fluvoxamine Sertindol
Codeina Haoperidol Halopendol Sertrain
Dextrometorfano Timolol Lomustine Tiordazin
Propanolol Metoprolol Norfluoxeline Venlafaxin
Tramadol Tioridazina Paroxeting Vinblastine
Esparteina Perphcnazine Vinerelbin
Propafenone
CYP2E] | Paracetamol Acctaminofén | Etanol Isoniazida Disulfiram Ritonavir
Cafeina Teotilina
Dapsona Etanol
p-Nitrofenol
CYP3A4 | Amiodarona Lovastatina Carbamazcpine Fenitoina Anastrozol Nefazodona
Simvastatina Midazolam Dexametasane Primidona Cimeudina Nelfinavir
Astemizol Ebasteina Glucoconicoides Rifabutina Clotrimazol Nevirapine
Rifabutina Lidocaina Fenobarbital Rifampincina | Danazol Norfluoxctina
Ciclosporina Cisaprida Fenilbutazona Sulfinpimzona | Delavirdina Omeprazol
Dittiazem Paroxetina
Ertromicina Propoxifeno
Fluconazol Quinidmina
Fluoxetina Ranitidina
Fluvoxamina Ritonavir
Jugo de toronja Saquinavir
Indinavir Serundol
Itraconazol Troghtazona
Ketoconazol Troleandomicina
Merromidazol Zafirlukast
Miconazo! Zileuton

Obtenida de (d"Hebron, 1999; Melanic y cols, 1998

: hitp:fiwww edhayes.com/startp4 50, himl)
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Aun 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 biotransformacién de los farmacos,
fos productos génicos de las demdas familias del citocromo son importantes en el
metabolismo de compuestos enddgenos, esterordes y acidos grasos. En la Figura. 9 se
muestra la contribucion relativa de las principales enzimas del citocromo P450 del ser
humano en el metabolismo de {drmacos. Como resultado de la especificidad
relativamente pequefia por sustrato entre las proteinas del citocromo P450, dos o mas
enzimas individuales suelen catalizar una reaccién de biotransformacion particular.
CYP3A4 interviene en la biotransformacion de casi todos los farmacos, y se expresa en
niveles notables fuera del higado (Goodman y Gilman, 1996).

cypoe CYP2EL  CYPIA2
L6% 2% 2%

CYP3A
55%

CYP2Do6
25%

Figura 9. Enzimas del citocromo p450 y su actividad
en el metabolismo de farmacos en ¢l mercado
(Tomado de Goodman & Gilman, 1996).

2.6. El polimorfismo genético de CYP2D6

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

En un estudio realizado en 1975 por investigadores britanicos sobre la farmacocinética
del agente antihipertensivo debrisoquina, se observd un episodio de hipotension severo
en algunos individuos. Se comprobd que estos efectos secundarios estaban relacionados
con la dosis del farmaco y eran resultado de la incapacidad del paciente para eliminar la
debrisoquina mediante la conversibn a su metabolito hidroxilado inactivo.
Posteriormente, los estudios familiares y poblacionales venficaron la naturaleza
genctica de este efecto metabdlico y establecieron su naturaleza polimérfica al observar
que 5-10% de la poblacidn caucasica era metabolizador pobre (PM) en relacién con el
resto (EM o metabolizador extenso) (Mahgub y cols, 1977).
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En la misma época, investigaciones independientes sobre la variacion de la respuesta al
agente antiarritmico y oxitocico, esparteina, descubrieron que una proporcién similar
de sujetos en Alemania eran incapaces de convertir enzimaticamente a la esparteina en
sus metabolitos 2 y 5-dihidroesparteina (Kalow y Grant, 2001; Estévez y cols, 1997).

En los afios ochentas y los noventas la vaniabilidad individual en la hidroxilacién fue
objeto de una intensa investigacién, “ahora se sabe que algunos citocromos presentan
polimorfismo genético. Esto significa que se pueden distinguir dos poblaciones
diferenciadas, segun la capacidad y la velocidad de metabolizacion de sustratos
farmacoldgrcos. 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 hereditano autosémico recesivo. Algunos individuos son denominados
metabolizadores Ultrarrapidos (UM) debido a que presentan una velocidad aumentada
de metabolizacidon porque tienen una o mas copias de genes metabolizadores. Estas
diferencias pueden ser causa de variabiiidad en la respuesta a los farmacos eliminados
por esta via (Melanie y cols, 1998; Gaedigk y cols, 1991).

El polimorfismo debrisoquina/esparteina es uno de los defectos genéticos mas
extensamente estudiados, que atectan el metabolismo oxidativo de farmacos en los seres
humanos {Gaedigk y cols, 1991). El polimorfismo que presenta este gen se debe a la
presencia de mutaciones puntuales, deleciones o insercion de nucledtidos y duplicacion
del gen completo (Gaedigk y cols, 1999).
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Figura 10. Localizacion del gen CYP2D6.

El citocromo P450 2D6 (CYP2D6), también conocido como hidroxilasa de
debrisoquina/esparteina  juega un papel muy importante en el metabolismo de
aproxunadamente el 25% de los farmacos que actualmente se utilizan en la practica
clinica, en los cuales se incluyen antidepresivos triciclicos, agentes neurolépticos
(halopendol) [(-bloqueadores y antiarritmicos (Gaedigk y cols, 1999). El CYP2D6
metaboliza los firmacos mediante reacciones de hidroxilacion, O-demetilacion vy
posiblemente mediante reaccion de N-desalquilacidon (Riesenman y Pharm, 1995).

Ll gen CYP2D6 se localiza en el cromosoma 22q13.1 (Figura 10), en asociacion con los
pseudogenes CYP2D7P y CYP2D8P. Sin embargo solo un alelo de este gen CYP2D6 */
codifica para una enzima funcional (Schur y cols, 2001; Kimura y cols, 1989).
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Desde hace 10 aiios se ha realizado un gran esfuerzo para emprender la identifieacion de
los alelos polimorficos del gen CYP2D6, asi como la caracterizacion de los productos
del gen y las consecuencias sobre el fenotipo. (Daly y cols, (1996). En la
nomenclatura aceptada hoy en dia, se nombra al alelo silvestre como CYP2D6*1 y a
los diferentes alelos determinados con numeros subsecuentes; actualmente se han
descrito as de 60 alelos http://www imm.ki.ac{CYPalleles) Sin embargo dos variantes
alélicas del gen CYP2D6, CYP2D6*3 y CYP2D6*4, han sido consideradas como uno de
los principales factores criticos que causan susceptibilidades individuales en la respuesta
a los farmacos. El polimorfismo CYP2D6*3 se caracteriza por una delecion de una
Asgiz en cl exon 5, con una frecuencia de 2.7%. El polimorfismo CYP2D6*4 se
caracteriza por una substitucion de Gjg34 = A, con una frecuencia de 21.5 a 28.6%.
Otros polimorfismos pocoe comunes representan el 1% de las vanaciones alélicas de
CYP2D6. (Schur y cols, 2001; Kimura y cols, 1989).

Tabla 3. Analisis comparativo de frecuencias alélicas  CYP2D6
en diferentes poblaciones.

Poblacién | n | CYP2D6*1 | CYP2D6*3 | CYP2D6*4
Europea' 672 0.334 0.018 0.0189
Norte Americana® 208 0.370 0.010 P
(Missouri-Kansas)

Caucésica’ 589" 0.364 0.020 0.195
' (Alemania) :
195" 0.356 0.010 0.019
Etiopes’ 122 ND 0.0 0.0012
Zimbabweans 76 0.390*° 0.0° 0.75
(Africa) 80°
] 14°
Chinos 113¢ 0.269¢ ND 0.08
124°¢
Tanzania® 106 0.278 0.0 0.009
(Bantu)
Ghanianos® 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 cols,
2002)
Mexicana (Con EH) 70 0.88 0.0117 0.15

ND, no detecrminada, 'Marcz y cols, 1997(n=672), EGaedigk y cols, 1992 (n=208); *'Sachse y cols, 1997
(1=589), *"Griese v cols, 1998 (n=195); "Aklillu y cols, 1996 (n=122); Masimircmbwa y cols, (*1996
(n=76), *19965 (n=80), 1993 (n=114); ‘Johansson y cols, 1994(n=113); “Wang vy cols, 1993 (n=124),
*Wennerholm y cols, 1999 {(n=106}; 8 Gricsc y cols, 1999 {n=193); "[saza y cols, 2000 (n=121); *Mendoza
ycols 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 metabolicas interraciales ademas de las
variaciones individuales ver tabla 3. Las diferencias individuales en las velocidads
metabdlicas alteran la relacion esperada entre la dosis de un farmaco y su concentracion
en la sangre o el tiempo que permanece en la sangre. Mas ain, un polimorfismo en esta
enzima (CYP2D6) puede conducir a un efecto tcrapéutico prolongado o excesivo, ©
incluso a un efecto toxico después de la administracién de una dosis normal del
farmaco. Los individuos metabolizadores lentos pueden tener mayor predisposicion a
efectos colaterales de ciertos farmacos (Garcia y cols, 2001). Se ha podido comprobar
que algunas reaccioncs adversas de tipo A (o efecto farmacoldgico aumentado), que
dependen de la concentracion del farmaco, son mas frecuentes entre los hidroxiladores
pobres, mientras que las causadas por metabolitos activos son mas frecuentes entre los
menos frecuentes hidroxiladores ultrarrapidos. Asi, por ¢jemplo, es muy probable que la
fenformina, una biguanida de administracién oral utilizada en el tratamiento de la
diabetes, fue la causa de acidosis lactica (efecto tipo A} casi exclusivamente en
metabolizadores pobres del CYP2D6 (Bertilsson L, 1996).

El efecto analgésico de la codeina, que es atribuible a la morfina formada a partir de la
primera por accion del CYP2D6, es nulo o muy escaso entre los hidroxiladores pobres,
que no producen morfina (d"Hebron, 1999). Es importante sefialar que se han observado
diferencias interpersonales entre los sujetos PM y EM, debido a que la enzima CYP2D6
metaboliza sustancias criticas para el sistema nervioso central, tal como se observa en el
riesgo de 2 a 2.5 veces mas 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 hidroxilacién son mas susceptibles a
neurotoxinas ambientales (Cervantes y cols, 2001). La identificacion de sujetos UM
tiene gran valor potencial clinico, ya que cuando los pacientes no responden a las dosis
estandar y tienen concentraciones plasmaticas mas bajas de lo esperado, en relacién a ta
dosis, es importante distinguir entre la capacidad de metabolizacidn elevada y la falta de
respuesta al medicamento. Por otro lado, los individuos UM de CYP2D6
frecuentemente resultan de la herencia de aleios duplicados o genes CYP2D6
funcionalmente amplificados (Lovlie y cols, 2001).

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

Ademids, se han observado diferencias en las frecuencias de los alelos mutados que
dependen del origen étnico de la poblacién. Por ejemplo, la frecuencia de duplicacidn
de CYP2D6 varia notablemente, esto es 29% en etiopes (Aklillu y cols, 1996), 20% en
arabes sauditas (McLellan y cols, 1997), 1-7% en caucasicos (Agundez y cols, 1994) y
1-2% en orientales (Dahl y cols, 1995).
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2.7. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un padecimiento neurodegenerativo que, por lo
general, se presenta en la cuarta década de la vida. Es una enfermedad autosdomica
dominante que se manificsta por movimientos involuntarios, pérdida progresiva de las
funciones cognitivas y cambios de la personalidad, la muerte se presenta 15-20 afios
después de las primeras manifestaciones clinicas, y en un lapso menor en los casos
Juvcniles; neuropatoldgicamente hay muerte celular que afecta principalmente al
caudado-putamen y a la corteza cerebral. Neuroquimicamente, en el caudade—putamen
de los pacientes hay disminucion cn la concentracion de los neurotransmisores
glutamato y del 4dcido gamma amino-butirico (GABA) (Resine y cols.1977; London y
col. 1981; Penney y col 1990; Dure 1991).

En 1983 se descubrié que el gen responsable de esta enfermedad se localiza en el
cromosoma 4p, y en 1993 el gen fue clonado y se encontrd que tiene un repetido CAG
polimorfico. La EH es resultado de las variantes alélicas del gen que codifica para una
proteina de 348,000 daltones denominada huntingtina (The Huntington’s disease

collaborative research group, 1993).
p E‘ms

Cromosomz 4

Figura. 11. Localizacion del gen
causante de la enfermedad de Huntington.

La expansion CAG causante de EH se localiza cn el exdn 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 ia enfermedad, con 35 a 39 pueden presentarla, con
40 a 60 presentan EH en la vida adulta y con mas de 60 repetidos la desarrolian antes de
fos 20 anos.

La mutacion produce una proteina alterada en un mayor nimero de glutaminas.(The
Huntington’s disease collaborative research group 1993; Batesi993; Paulson HL and
Fishbeck 1996; Burright 1997)
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2.8. Haloperidol

Este farmaco se uso inicialmente en la enfermedad de Huntington para el tratamiento de
la psicosis asoclada, pero mas tarde se encontré que mejoraba también la corea. Ahora
es el fanmaco comunmente utilizado para el tratamiento sintomatico de la enfermedad
de Huntington, junto con antidepresivos ftriciclicos y algunos inhibidores de la
recaptura de serotonina como la paroxetina y todos son metabolizados por CYP2D6. El
haloperidol es un excelente antipsicotico 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, hepatico y hematologico. (Cedric y cols 1998)

OH
F / \ g—CHz—CH rCH2—N

Cl

Figura 12. Estructura quimica del haloperidol {Tomade de Belvan y cols. 1982)

Sintetizado onginalmente por Janssen, este compuesto consiste en un anillo fenil
cetonico con una cadena lateral recta de propileno y un ntcleo de pipendina. En la
posicion para el anillo fenilo ceténico, existe un atomo de flaor, sustituyente, y un grupo
alcohol terciario con anillo fenilico esta en posicion 4 del nucleo pipendinico, como
clemento de sustitucidn. Pertenece al grupo de las llamadas butirofencnas. El
haloperidol, aunque tiene estructura diferente, se asemeja a las fenotiacinas
piperacinicas por su accion antipsicéticas (Belvan y cols. 1982).

Mecanismo de accién

El bloqueo de los receptores centrales de dopamina es el mecanismo de accidén por
medio del cual se cree que actia el halopendol para el tratamiento de la psicosis y la
corca de la enfermedad de IHuntington. Se supone gue estas dos acciones son causadas
por un exceso relativo de dopamina central (Cedric y cols. 1998},
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Farmacocinética

El haloperidol tiende a scguir patrones erraticos e impredccibles de absorcion en
particular después dc }a administracién oral o incluso cuando se utilizan preparados
liquidos. Los niveles plasmaticos aleanzan su maximo de dos a seis horas después de la
ingestioén del farmaco y permanceen clevados por unas 72 horas. La administracion
parenteral incrementa entre 4 y 10 veces la biodisponibilidad del farmaco activo. El
haloperidol es muy lipdfilico y sc fija en gran medida en las membranas o en proteinas,
y se acumula en cerebro, pulmdn, y otros tejidos que cuentan con un riego sanguineo
rico, también entra en la circulacion fetal y en la leche materna. La coneentracion mayor
del producto aparece en ¢l higado y en promedio 15% de una dosis dada se excreta en la
bilis. Aproximadamente 40% de una sola dosis se excreta por los rifiones en los
primeros cinco dias (Riker y cols, 1994).

La farmacocinética que siguc cl haloperidol es de tipo multifasico. Reduce el transito y
¢l vaciado gastrico, pudiendo alterar la absorcion de otros medicamentos administrados
concomitantemente. El metabolismo es hepatico, con un metabolito de menor actividad,
haloperidol reducido, que a su vez es reconvertido en haloperido] (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 (l-metil-4-fenil-1,2,3,6,-
tetrahidropindinaj)es un compuesto que se transforma en N-metil-4-fenilpiridio, un
compuesto neurotoxico que actia sobre las mitocondrias de las ncuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral y la sustancia nigra. El halopenidol es de
estructura similar al MPTP y se oxida a tetrahidorpindio haloperidol, éste a su vez se
convierte cn haloperidol dihidropiridio y finalmente se forma el haloperidol piridio, un
compuesto igualmente neurotoxico. Asi, cuando se utiliza el haloperidol a largo plazo
se corre el riesgo de provocar un efecto neurotdéxico sobre las neuronas dopaminérgicas
del area tcgumental ventral y la sustancia nigra (Klaasen, 1996).

Farmacodinamia

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

Dosis

El haloperidol se presenta en tabletas de 0.5, 1, 2 y Smg y como una solucion incolora e
insipida que contiene 2mg/ml.. También se presenta en ampollas de Smg (1mL) para
uso en via ntramuscular IM e IV. Para iniciar el tratamiento se emplean dosis de 1 a
4mp/dia divididas en dos. Rara vez son necesarias dosis de mas de 10 a 20mg/dia. En
general se requicre menos cantidad del farmaco a medida que la enfermedad progresa,
porque la severidad de la corea disminuye con ¢l tiempo (Cedric y cols, 1998).
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Interacciones Medicamentosas

Los antidepresivos triciclicos como, propranolol, buspirona, cimetidina y fluoxetina
(por competicion por las enzimas del CYP2D6) fenitoina, y carbamazepina incrementan
el metabolismo del halopertdol por induccion 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 cigarrilios bajan la concentraciéon de
antipsicoticos. El htio mds haloperidot aumenta las posibitidades de sindromes
extrapiramidales {Cedric y cols, 1998).

Metabolismo

E! haloperidol es extensamente metabolizado en el higado y solo un 1% de la dosis
administrada es excretada de forma inalterada en la orina (Forsman, 1977). La
biotransformacidn incluye glucoronidacion (de 50 a 60%) y oxido-reduccion. (23%),
también hay una N-dealquilacion formando el metabolito pindinium (de 20 a 30%)
(Someya, 1992, Kudo, 1999} El metabolito de la glucoronidacién es inactivo, mientras
que ¢l haloperidol reducido tiene efectos farmacologicos (por ejemplo: gran afinidad
por los receptores opioides y receptores dopaminergicos D, y D3) (Jaen, 1993).

La formacién del haloperidot reducido es mediada por la carbonil reductasa. El
haloperidol reducido es parcialmente oxidado a haloperidol. fn vitro esta reaccion es
mediada por el citocromo P450 (CYP) 3A4, solo un grupo de autores ha reportado la
intervencidn de la CYP2DG (Pan, 1998, Fang, 1997).

IFarmacogenética del haloperidol

El haloperido! es un farmaco que es un substrato importante de la CYP2D6 (solo ha
concenfraciones bajas). Lierena y cols (1992) administraron dosis orales simples de
haloperidol a un panel de seis individuos EM y seis PM  de debrisoquina. La
eliminacion del haloperidol en los PM fue significativamente mas lenta comparada con
los EM, la vida media (t;5) en plasma fue mas larga (29.4 y 16.3h, respectivamente,
con una P<.0l) y el tiempo de aclaramiento fue mas es lento (1.16 y 2.49L*h"*kg",
respectivamenie, con una P<.05). Por otro lado en un estudio clinico realizado en 8
pacientes caucésicos con esquizofrenia tratados con haloperidol (decanoato de
haloperidol) se determind la ocupacion del receptor D2 -de dopamina mediante una
tomografia de emisidén de positrones en las semanas [ y 4 semanas después de la
myeccion ntramuscular del farmaco. Uno de los pacientes resulté ser genotiptcamente
PM  para debrisoquina y presentdé la concentracion plasmadtica mas elevada de
haloperidol asi como la ocupacion mas alta del receptores D2 (Nyberg y cols, 1995).

Ln dos estudios en Japon se demosurd la relacion entre concentraciones plasmaticas
altas de haloperidol y la presencia de los alclos CYP2D6 */0y *5, en pacientes tratados
con dosis orales de 12mg diarios de halopenidol. (Susuki y cols, 1997, Mihara y cols,
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1999). En un estudio reciente en Corea se establecio una relacion entre la concentracion
de haloperidol y ¢l genotipo de CYP2D6 en pacientes que recibieron una dosis oral
menor de 20mg diarios, pero no en pacicntes que recibieron dosis mas 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 afimdad se vuelve mas importante a dosis altas, con lo
que se concluyd que a bajas concentraciones de haloperidol la enzima encargada del
metabolismo es la CYP2D6 (Roh y cols.). La ruta metabdlica del haloperidol catalizada
por la CYP2D6 es ain desconocida. Otros neurolépticos tales como: perfenazina,
rispertdina, tioridazina, y zuclopentoxiol también son metabolizados por CYP2D6.

2.9. Técnicas de biologia molecular aplicadas al estudio
farmacogenomico del CYP2D6

2.9.1. Purificacion de DNA

En la actualidad existen diversos métodos para aislar acidos nucieicos: por
ejemplo, métodos organicos, salinos, alcalinos, por enzimas proteoliticas, etc. Todos
ellos involucran tres pasos basicos: 1) Lisis de leucocitos, células que contienen el
material genético, mediante la utilizacién de amortiguadores de lisis; 2) Eliminacion de
componentes celulares no deseados; 3) Obtencién de DNA mediante la precipitacion
alcohdlica. La purificacion de acidos nucleicos es una técnica muy importante en
genética y biologia molecular, que en conjunto con otras, ha permitido el conocimiento
de la estructura, funcion y regulacion de los genes (Sambrook y cols, 1989; Davis y
cols, 1986).

2.9.2. Cuantificacion de DNA

Existen dos métodos muy usados para medir la cantidad de acidos nucleicos en
una muestra de DNA. Si la muestra es pura (es decir que no tiene cantidades
significativas de impurezas como: proteinas, fenol u otros 4cidos nucleicos), la
cuantificacion se realiza por espectrofotometria. Si la muestra es muy pequeiia o
contiene cantidades significativas de impurezas, la cuantificacion puede ser estimada
mediante una electroforesis con bromuro de etidio (Sambrook y cols, 1989).

a) Cuantificacion por Espectrofotometria: las pumnas y pirimidinas libres son
compuestos débilmente basicos y por ello se denominan bases. Poseen una serie de
propiedades quimicas que afectan a la estructura y, en ultimo término, la funcion de los
acidos nucleicos. Las purinas y pinmidinas presentes en ¢l DNA son moléculas
altamente conjugadas. Estas propiedades tienen efectos importantes sobre la estructura,
la distribucion electronica y la capacidad de absorcidon de la luz UV de los acidos
nucleicos. La resonancia entre los atomos del anillo hace que la mayoria de los enlaces
tengan el caracter de doble enlace parcial. Como consccuencia de este hecho, las
pirimidinas son moléculas planas y las purinas son casi planas, con una ligera torsidn.
Ademas como un resultado de la resonancia, todas las bases absorben luz UV, y los
acidos nucleicos se caracterizan por tener gran absorcién a una longitud de onda de
260nm (Lehninger, 2001).
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Para cuantificar DNA se deben leer las muestras a una longitud de onda de 260 nm v
280 nm. La lectura a 260 nm permite calcular la concentracidon de acidos nucleicos en
una muestra; y la lectura a 280 nm indica s1 existen proteinas en la muestra. Una DO
{(densidad 6ptica) corresponde aproximadamente a 50ug/ml de DNA de doble cadena.
La razon entre Jas lecturas de DOqgo/DOag0 proporcionan una estimacién de la pureza de
los acidos nucleicos. [Las preparaciones puras de DNA tienen valores de 1.8 —2.0. Si el
DNA esta contaminado con proteinas o fenol, el valor de la razon DOje/DOago €5
significativamente bajo o por encima del valor normal. Por lo cual no se puede calcular
la concentraciéon de DNA con exactitud (Sambrook, 1989).

b} Cuantificacién por emision de fluorescencia con bromuro de etidio: algunas veces la
cantidad de DNA no es suficiente (<250 ng/ml) para ser analizadas por
espectrofotometria, o el DNA puede tener un exceso de impurezas que absorben luz
UV. Un método rapido 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 induccidn 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
patron de bandas con pesos especificos y conocidos {Sambrook, 1989; Innis y cols,
1990).

2.9.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida mundialmente por las siglas PCR (por
Polymerase Chain Reaction), fue desarrollada a principios de la década de los ochentas
por Mullis y sus colaboradores [Mullis, 1990],en la empresa Cetus Corporation.

La PCR es una metodologia que se basa en el principio de amplificar un fragmento de
DNA en forma ilimitada en unas cuantas horas, esto se logra mimetizando el fenémeno
de replicacion del DNA in vivo. Para lograr la meta de la PCR se requiere de DNA de
interés (puede-ser DNA gendmico o bien cDNA), los oligonucleodtidos (por o general se
disefian seguin la secuencia de la region a amplificar, y son fragmentos de 20-30
nucleotidos complementarios a las cadenas del DNA que se unen en extremos
contrarios, uno en la cadena lider que va de 5'a 3’ y el otro en la cadena complementaria
que va de 3” a 57), los dNTP’s (deoxinucledtidos trifosfato, donde los nucledétidos son
adenina, guanina, citosina y timina), vy DNA polimerasa que sea termoestable (La
necesidad de contar con una enzima que soportara temperaturas de hasta 95°C, hzo
pensar en microorganismos termofilos, por lo que se usa en la actualidad 7agq
polimerasa que es obtenida de Thermus aquaticus) (Strachan y Read., 1998).

En la reaccion de PCR son utilizados también amortiguadores {como cosolventes) y
algunos minerales como cofactores (¢j. Mg™") (Rolfs y cols., 1992).

El procedimiento de amplificacion esta compucsto de 3 fases, donde la primera consiste
en la desnaturalizacion del DNA cuando es de cadena doble, esto se consigue
expomendo al DNA a temperaturas de 93-95°C. Después sigue la hibridacion. Es esta
fase la que confiere una alta especificidad a la PCR. Aqui los oligonucledtidos se
alinean solamente a la region complementaria a ellos. Generalmente se utilizan
iniciadores de 18 a 22 pares de bases, porque con este tamafio la probabilidad de
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encontrar mas de una secuencia complementania cs altamentc rcmota. La temperatura
para la fase de hibridacion varia segin ta longitud y secuencia de los iniciadores(Tm)
(Rolfs y cols., 1992).

La tercera fase comprende la polimerizacion, es decir donde ta DNA polimerasa agrega
al iniciador las bases (los ANTP's) a la cadena complementaria. La temperatura a la cual
se lleva a cabo la polimerizacidon comprende 72°C, por ser la temperatura dptima de
funcién de las DNA polimerasas.

La PCR consiste en la repeticion de estas 3 fases o bien en ciclos. Asi un ciclo esta

compuesto de estas 3 fases. Actualmente los protocolos indican: (Bobadilla y Gamba,
1996).

-Desnaturalizacion 92-95 °C, 10 min

-Desnaturalizacion 92-95°C, 30 seg

-Hibridacién Ty, (segun la Ty, del primer) 30 seg. | 30 ciclos
-Polimerizacion 72°C 30 seg

-Polimerizacion 70°C 10 min

-Temperatura final 4°C

En la practica clinica la PCR es util en los padecimientos en los que el analisis de un
fragmento génico es relevante en las enfermedades hereditarias en donde el andlisis
detallado del gen en cuestton es el fundamento dcl diagnostico, las infecciones, en
donde la amplificacion del material génico o viral provee al clinico con informacién
valiosa en ¢l diagnostico, en el prondstico y la respuesta terapéutica; y en las neoplasias
malignas, en donde la amplificacion de oncogenes y otras proteinas asociadas con el

cancer se convertiria en un valioso marcador de predisposicion (Herrera y Gamba,
1996).
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

oligonuclegtide 1 a _ ‘ s ,
s ¥ sligonucledtida 2

ATCGCATATUG

L Nucteatidos tibres |
»~—® Taq polimerasa

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

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

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

En el tercer paso del primer ciclo, la temperature se eleva
a 72°C, a esta temperatura, la Taq polimerasa, emplea los
nucledtidos  libres, para agregarlos de manera
complementaria a la cadena.
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Asi al final de la elongacién 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.

3" LRI R S

&" (AT T A T, o3

2 DO ST S
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Inicio del ciclo 3

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

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

Ciclo 3, paso |, desnaturalizacion.

Ciclo 3 paso 2, alineamiento de los
primers
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Figura. 13. Reaccion en cadena de [a potimerasa

Ciclo 3 paso 3, elongacion de la cadena.

Al final del ciclo 3, tenemos 2
fragmentos cortos que
contienen la secuencia de
interés, y 6 fragmentos largos
que también contienen la
secuencia de interés.

Al final de 30 ciclos, tenemos
las suficientes copias de

secuencia de interés

(aproximadamente 1, 073, 741,
766 copias de la secuencia de
interés).

.{Tomado de Herrera y Gamba, 1996).
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2.9.4. Enzimas de Restriccion

Las enzimas de restriccion (ER) son proteinas que reconocen secuencias concretas del
ADN, denominadas dianas de restriccion y tienen actividad de endonucleasas (cortan la
doble hélice del ADN). Existen distintos tipos de ER segun sea el tipo de secuencia
reconocida y el lugar de corte. Las que tienen una aplicacion mas generalizada en el
diagnéstico molecular son las de tipo II, que reconocen secuencias palindromicas de
entre 4 v 8 nucledtidos (secuencias que se leen igual de izquierda a derecha que de
derecha a izquierda) y cortan el ADN en’ dicha secuencia {(Figura 14).
(http://www.biopuc.cl/cursos/bio288/clase?.htm.)

Fagy/ LoRY
Tharmus agqualicus ESchaaric bty coff
¥

A\ |\ G V\\ S s\
ctg |AGCT| gg g |CTATAG| ct
i

ac T CGA © te GAT ATC ga
mgtg AGC T gg mm CTA TAG ctm
Figura. 14. Actividad endonucleasa de las ER Tag Iy EcoR V.
Tomado de (http://www.biopuc.cl/cursos/bio288/clase? . htm)

En el Figura 14 se presenta la actividad endonucleasa de las ER Taq I (obtenida de la
bacteria termofila Thermus aquaticus) y EcoR V (obtenida de la enterobacteria
Escherichia coli). Ambas enzimas tienen especificidad para la secuencia reconocida
(diana) y cortan a la misma liberando fragmentos con extremos cohesivos ¢ romos
respectivamente. Este tipo de enzimas tiene una total especificidad por la secuencia
diana y el cambio de un solo nucledtido en esta produce la pérdida de reconocimiento.
Las mutactones debidas a variaciones nucleotidicas o las pequefias deleciones o
inserciones pueden producir la pérdida de una diana o la aparicion de una nueva diana
donde antes del cambio esta no existia
(http://www_biopuc.cl/cursos/bio288/clase?.htm).

2.9.5. Separacion electroforética de acidos nucleicos

El método mas comun y eficaz de fraccionar moléculas de ADN en funcién de su
tamafio es-la electroforesis en soporte de agarosa o acrilamiuda. En ambos casos las
moléculas de ADN (o ARN) se aplican a una matriz semisolida, generalmente un
polimero de agarosa o acrilamida, que actia como cedazo restringiendo el paso de las
moléculas en funcién de su tamaiio. La electroforesis se realiza en un tampdén a pH
basico de forma que las moléculas de ADN estan 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
separacion. Dado que la carga ncta de cada molécula es la misma, sea cual sea su
tamario, el unico parametro discriminatorio es el tamafio del poro de [a matriz utilizada.
El resultado final es la separacion de las moléculas de ADN en funcion de su tamafio.
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Las moléculas mas pequeitas pasaran mas facilmente a través del poro mientras que las
grandes quedardn retenidas. La muestra se aplica proxima al polo negativo y migra
hacia el polo positivo. Los fragmentos grandes de ADN quedan retenidos en su
migracion al pasar con mayor dificultad a través del poro. Los fragmentos mas
pequeiios alcanzan el extremo final del gel, pasando con facilidad a través de los poros
(http:/fwebcd.usal.es/web/transgen(0/Unidades/Documen00/klein/ TEMA 5. hum).

Punto de aplicacion
de la muestra

— ATAILRL LAV BAVAR L IAAVA LAAAACA ALY
== | Ty

Direceion de
la migracidn

== | DR

Figura. 15. Separacion electroforética de actdos nucleicos.
(Tomado de http://webcd.usal.es/web/transgen00/Unidades/Documen00/klein/TEMA 1 5.htm)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Determinar los alelos CYP2D6*3 y CYP2D6*4 en una muestra de pacientes de
poblacion mexicana con diagndstico de enfermedad de Huntington, estudiados en el
INNN Manuel Velasco Suarez.

3.2. Objetivos particulares

Caracterizar el tipo de polimorfismo de CYP2D6 en pacientes con enfermedad de
Huntington.

Correlacionar los datos genotipicos 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 estudié una muestra de 70 pacientes con diagnostico de enfermedad de Huntington
confirmado a nivel molecular de poblacion mexicana. El rango de edad fue entre 30 y

65 afios, hijos y nietos de mexicanos, todos los individuos firmaron carta de
consentimiento informado.

4.1.2. Reactivos

» Agua desionizada » Fenol saturado

» Alcohol isocamilico » Ficol tipo 400

» Azul de bromo fenol » Hidroxiquinoleina

» Agarosa (grado electroforético) > Isopropanol

» Arcrilamida (grado electroforético) » MgCly

» Acido citrico — dextrosa (ACD) » NaCl

> Acido bérico » NaQOH

» Acido etiléndiamintetracético » N-N'-metilén-bis-acrilamida
(EDTA)

¥ Bromuro de etidio » Persulfato de amonio

» [-Mercapto etanol » TRIZMA base

» Cloroformo ». TEMED

> Dodecilsulfato de sodio (SDS) » Xiléncianol FF

» Etano! absoluto

4.1.3. Equipo

Balanza analitica (OHAUS)

Bafio maria con agitacién (Cole Parmer)

Bomba de vacio Modelo 1500

Carnpana de extraccion de flujo Jlaminar (VECO)
Cémara de electroforesis vertical VI6

Cdmara de electroforesis honizontal (HORIZON 58)
Centrifuga (BECKMAN GS-6R)

Equipo fotografico (POLAROID DS 34)
Espectrofotometro (BECKMAN DU-40)

Fuente de poder 3000 (POWER/PAC BIO RAD)
Horno de microondas (SHARP)

Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf 5804R)
Microcentrifuga (QUALITRON)

pH metro (BECKMAN)

Termociclador {Eppendorf)

Transiluminador de luz UV (Cole Parmer)

YVIV|V IV IVIVIVIVIVIVVIVIVIVVYNY
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4.2. Metodologia

Las técnicas que se emplearon para realizar el presente trabajo estan representadas en el
sigulente esquema.

Figura 16. Diagrama que muestra de forma esquematica
el proceso de identificacion de los alelos CYP2D6 *3 Y *4.

4.2.1. Obtencion 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 inform6 del estudio y una vez que firmé carta
de consentimiento se le tomé una niuestra de sangre periférica de 20ml utilizando tubos
con 4cido citrico-dextrosa. El citrato se une al i6n calcio (Ca™") formando complejos
solubles y protege a los procoagulantes labiles, inhibiéndose el factor IV de la cascada
de coagulacion. La dextrosa cumple la funcion de conservador y permite que la sangre
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se pueda almacenar hasta por 7 dias en refrigeracién sin que se alteren las estructuras
celulares contenidas en la sangre.

4.2.2. Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA se realizo 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 centrifugacién a 5000
rpm/4°C/10min, se lisaron los eritrocitos con amortiguador de lisis de células rojas
{RCLB), hasta obtener un botén de leucocitos. Posteriormente mediante una solucion
salina (NaCl), se altero la permeabilidad de la membrana celular permitiendo que ésta se
romplera y liberara el DNA que posteriormente se purificé con extracciones de fenol
saturado (el cual tiene como funcidén eliminar proteinas y restos celulares), fenol-
cloroformo (elimina residuos de fenol saturado) y por ultimo cloroformo isoamilico
(elimina residuos de fenol-cloroformo). Al final el DNA se precipitd con isopropanol y
se reconstituyd en agua estéril inyectable.

b} Extraccion mediante el estuche comercial QUIAGEN.
1. A partir de la muestra de sangre peniférica, se tomaron 2 mL y se

mezclaron con 2.4 mL de amortiguador AL y 200 ul de proteasa
QUIAGEN. La mezcla se agité y se incub6é 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 (QlAamp Midi

Colum) y se centrifugé a 3000 rpm durante 3 minutos a 20°C

4, Se desecho el filtrado y el remanente se centrifugo

5. Una vez que se termind este proceso, se agregd a la columna 2 mL de
amortiguador AW y se centrifugd a 5000 rpm/2 minutos y finalmente
se agregaron 2 mL de amortiguador AW2 en la misma columna,
centrifugandose a 5000 rpm/ 15 minutos

6. La columna se colocd en otro tubo limpio y estéril en el que se le
adicioné 300 pl. de amortiguador AE o agua destilada. Se dejé a
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temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugd a 5000 rpm/5
minutos

T Para obtener una concentracton de DNA maxima, se colocd
nuevamente el contenido de DNA en la membrana y se centrifugd

8. El material de DNA gendmico se rotulé y almacend a 4°C (QlAamp
DNA Blood Midi/Maxi Kit Handbook 09/2001)

4.2.3. Cuantificacion de DNA gendmico

Una vez obtenido el DNA gendmico, éste se cuantificd por espectrofotometria y
electroforesis en gel de agarosa al 0.05%. Se puede realizar una estimacioén de la pureza
del DNA mediante la razon entre las lecturas de 260nm y 280nm. La otra pruecba
utilizada fue la electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio que se empled
para observar la integridad de DNA en las muestras y la cantudad del mismo. El peso
molecular del DNA en las muestras se estima por comparacion con la migracién de un
marcador de peso molecular que posee un patron de bandas con pesos moleculares
especificos y conocidos.

4.2.4. Genotipificacion de CYP2D6 *3 y *4

Para la realizacion de la genotipificacion de los alelos *3 y *4 se emplearon las técnicas
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) seguida de digestion con enzimas de
restriccion  especificas (PCR-RFLP). La combinacién de ambas técnicas permitid
determinar el genotipo silvestre, heterocigoto y homocigeto mutante para cada uno de
los alelos.

La técnica de PCR se utilizé para amplificar una region del exén 5 del gen CYP2D6.
Esta técnica se llevd a cabo mediante ciclos repetitivos de tres eventos;
desnaturalizactén, alineacién y extension a diferentes temperaturas.

La amplificacidn de ambos alelos CYP2D6 *3 y *4 se realizd de acuerdo a la
publicacién de Schur y cols (2001) con ligeras modificaciones. Los oligonucledtidos
especificos para el alelo CYP2D6 *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
aleto CYP2D6 *4 tueron 2D6*4 A (5'- GCC TTC GCC AAC CAC TCC G -3
2D6*4 B (5°- AAATCC TGC TCT TCC GAG GC -3%)

Para el alelo CYP2D6 *3 cada mezcla de reaccion de PCR contuvo DNA gendmico
(300ng/1l); los oligonucledtidos 2D6*3 A y 2D6*3 B -(200ng/pl), amortiguador
adicionado con MgCl, (15mM), dimeti! sulféxido (5%), dNTP's (SU/ul) y 1a Tag DNA
polimerasa (0.4pl), en un volumen de reaccion de 30nl. La reaccion de PCR se llevd a
cabo en un termociclador, bajo el siguiente protocolo: desnaturalizacion 94°C/5min; 40
ciclos de tres pasos cada uno; Desnaturalizacion a 94°C/lmin, alineacion de



Desarrollo Experimental

oligonucledtidos a 58°C/1min, y extension a 72°C/Smin, extencién final a 72°C/10min.
Posterior a la amplificacién los productos obtenidos se digirieron con 2.0 unidades de la
enzima de restriccion Msp 7 (10U/ul) a 37°C durante 3 horas. Esta enzima reconoce la
secuencia de CCGG, cortando entre las dos citosinas. (Figura 17).

CYP2D673
206"3A 206738
—— cYPDs — cypap7 CYP2D6
4168
4141 cagctg: Stus. agg atgacctggg acccagcecca geececcccga

4201 gacctgactg aggccttcet ggecagagatg gagaaggtyga gagtggetge cacggtgaggy
4261 ggcaagggty atgggttgag cgteccagga ggaatgaggy gaggetgggc aaaaggttgy

4321 accagtgcat cacccyggega gecgeatety ggctgacagy tge agaatty gaggtcattt
4381 gggggetace cegtbet-rc cogagiato st Loccct getcaggeca aggggaaccc

Figura 17. Secuencia amplificada del alelo CYP2D6*3 con un total de 270 pares de
bases. Las secuencias en verde representan los oligonucledtidos que flanquean la regién
de interés. La secuencia ccgg (en rojo) representa el sitio de corte especifico de la
enzima Mspl. La adenina (a) en la posicién 4169 representa la mutacidn caracteristica
de este alelo, que consiste en la delecion de la misma, generandose un sitio de
reconociniento en donde actua la enzima de restriccion.

Para el alelo CYP2D6*4 cada mezcla de reaccion de PCR contuvo DNA genomico
(300ng/ul); los oligonucledtidos 2D6*4 A y 2D6*4 B (200ng/pl); amortiguador
adicionado con MgCh (15mM); dimetil sulfoxido (5%); ANTP’s (5U/ul) y Tag DNA
polimerasa {0.4ul), en un volumen de reaccién de 30ul. La reaccion de PCR se llevo a
cabo en un termociclador, bajo el siguiente protocolo: desnaturalizacion 94°C/5min; 30
ciclos de tres pasos cada uno; desnaturalizacion a 94°C/lmin, alineacién de
oligonucleotidos a 58°C/1min, y extensién a 72°C/5Smin, extension final a 72°C/10min.
Posterior a la amplificacién los productos obtenidos se digirieron con 2.0 unidades de la
enzima de restriccion Mva 7 (10U/ul) a 37°C durante 2 horas. La enzima reconoce la
secuencia de CCAGG, cortando entre la adenina y la guanina. (Figural8)
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CYP2D6"4

2D6*4A 20648
'Y yil

hl

CYP2D6

—{ cvrans || crpao7

3301 cctgggeaag aagtegetag ageagtgggt gaccgaggag gecgectgec titgtgecac
3361 GEC3al gty ggtgatggge agaagggcac aaagegggaa ctgggaagge
3421 gggggacgygg gaaggegace ccttaccegce atctcccace ceccaggacge cectttegee
3481 ccaacggtet cttggacaaa gecgtgagea acgtgatege cteccteace tgecgggegec
I41 gettegagta egacgaccect cgcttectea ggetgetgga ectageteag gagggactga
601 aggaggagte gagetitctg cgcgaggtge ggagegagag accgaggagt ctetgeaggg
3861 cgagceteeeg agaggtgceg gggcetggact gggooicas wanan dan tigeataga

Figura 18. Secuencia amplificada del alelo CYP2D6*4 con un total de 350 pares de
bases. [as secuencias en color verde representan los ohgonucledtidos que flanquean la
regién de interés. La secuencia CCAGG representa el sitio de corte especifico de la
enzima Mva I. La guamina ((3) en la posicion 1934 representa la mutacidn caracteristica
de este alelo, que consiste en la sustitucién de una G por una A.

4.2.5. Electroforesis

Una vez obtenida la secuencia CYP2D6 *3 a través de la amplificacion y digestion
mediante la Msp 7, se analizd en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 15%,
durante 3 horas a 270V. El gel se tifid con bromuro de etidio para revelar la localizacién
del DNA en el gel. El tamafio de las bandas generadas por la enzima Msp [ se estimd
por comparacién con las bandas del marcador de peso molecular pBR322 digendo con
Hae Il

De manera similar, una vez obtenida la secuencia CYP2D6 *4 a través de la
amplificacién y digestidén mediante la enzima Mva [/ se analizé en un gel de
poliacrilamida no desnaturalizante al 8%, durante 2:30 horas a 270V. El gel se tifié con
bromuro de etidio para revelar la localizacion del DNA en el gel. El tamafio de las
bandas generadas por la enzima Mva [ se estimé por comparacion con las bandas del
marcador de peso molecular pBR322 digerido con Hae /1.

4.2.6. Analisis de genotipos *3 y *4
La figura 19 representa los 6 genotipos esperados para los alelos *3 y *4 y el patrén de
bandas correspondiente para cada genotipo. Estos patrones se diferencian entre si por la

presencia o ausencia de bandas especificas 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 Msp |

350
270
250
188
168
105
82
20

1 2 3 4 S 6 7 8 9

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 *1/*1; carril 4 genotipo heterocigoto *1/*4; carril 5 genotipo
homocigoto mutado *4/*4; carril 6 producto amplificado para el alelo *3; carril 7
genotipo homocigoto normal *1/*1; carril 8 genotipo heterocigoto *1/*3 y carril 9
genotipo homocigoto mutado *3/*3.
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5. RESULTADOS

5.1. Amplificacion de DNA

En todas las muestras de DNA gendémico se incluyé una “muestra blanco™ sin DNA
genodmico para poder comprobar st no habia contaminacién. Una vez obtenidos los
productos de PCR, se observaron en geles de agarosa al 3%; si la “muestra blanco” no
presentaba alguna otra banda ademas de las correspondientes a los oligonucleétidos,
significaba que no habia contaminacién y por lo tanto, las muestras sélo exhibian las
bandas de DNA amplificado de interes.

5.2. Tipificacién del alelo CYP2D6*3

Los productos de PCR se sometieron a restriccién con la enzima Msp I, con la cual se
obtuvieron los genotipos de los pacientes con EH. En esta investigacion sélo se
identificaron tres genotipos para el alelo *3: el homocigoto normal o fipo silvestre
(*1/*1) en 70 individuos, y el heterocigoto (¥*1/*¥3) en 70 pacientes con EH analizados
(Figura 20). '

M PCR *1/*1 *1/*3

Figura 20. Gel de poliacrilamida
al 15%, con los genotipos
encontrados para el alelo
CYP2D6*3 en pacientes con EH.
Carnl 1 Marcador de peso
molecualr (M), carril 2 producto

270 de PCR sin digernr el cual tiene
188 una banda de 270pb, carril 3
168 homocigoto normal el cual
presenta 188 y 82pb y el carrl 4
heterocigoto con cuatro bandas
" de 188pb, 168pb, 82pb y 20pb.
—>
20 —>
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5.2.1. Tipificacion del alelo CYP2D6*4

En este caso los productos de PCR se sometieron a restricciéon 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 (*1/*4) en una muestra de 70 pacientes con EH, en la
(Figura 21) tenemos la representacién de los genotipos obtenidos en la separacion

electroforética.

M PCR *1*4 PCR*1™1

Figura 21. Gel de poliacrilamida al
8%, con los genotipos encontrados para
el alelo CYP2D6*4 en pacientes con
EH. Carril 1 marcado de peso
molecular (M), carril 2 producto de
PCR sin digerir ¢l cual tiepe una banda
de 355pb, carril 3 heterocigoto 1*/4* el
cual presenta 355pb, 250bp y 105pb,
carril 4 producto de PCR, carril 5
homocigoto normal *1*/1 con las
bandas de 205pb y105pb.
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5.3. Frecuencias Alélicas y Genotipicas de CYP2D6*3 y CYP2D6*4

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

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% vy el alelo 4 tuvo una frecuencia de 11.7%. En
la tabla 5 se observan los genotipos obtenidos para ambos alelos. El homocigoto normal
*1/*] es el que muestra una mayor frecuencia en la poblacion con EH con un 77%, el
genotipo heterocigoto *1/*3 tuvo una frecuencia de 0.15%, y el heterocigoto *1/*4 tuvo
una frecuencia de 21%. No se observo ningun caso de los genotipos *3/*3 y *4/*4
homocigoto 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 5. Frecuencias genotipicas.

-Genotipos CYP2D6 ' n ___Frecuencia
*1/*1 54 0.77
*1/*3 1 0.015
*1/*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. Discusion de resultados

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

Los citocromos P450 constituyen las principales enzimas que catalizan la fase [ del
metabolismo de los farmacos. El citocromo 2D6¢ (CYP2D6) metaboliza
aproximadamente 25% de los farmacos de la practica clinica actual, entre los que se
encuentran antidepresivos triciclicos y neurolépticos como el haloperidol (Goodman vy
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
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez.

Los polimorfismos del gen CYP2D6 han sido considerados como uno de los factores
criticos que causan susceptibilidades individuales diferentes en la respuesta a los
farmacos. Este gen se localiza en el cromosoma 22ql3.1 y es parte de un grupo que
incluye dos o tres pseudogenes relacionados (Kimura y cols, 1989). El gen CYP2D6 es
altamente polimdrfico y actualmente se han descrito méas de 75 alelos
(http:/www.imm.ki.ac/CYPalleles) que se correlacionan con niveles plasmaticos
anormales de los firmacos metabolizados por este citocromo P450. Los individuos
homocigotos para los alelos funcionales presentan un fenotipo EM (metaboiizador
rapido), 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 varia entre los diferentes grupos
¢tnicos. Por ejemplo, la frecuencia con que se presenta el fenotipo PM en poblacion
caucasica es de 5 a 10% (Agindez y cols, 1994) en la poblacién asiatica es de 1%
(Dahl y cols, 1995) y para zimbaweanos es de 0 — 8% (Masimirembwa y cols, 1996).

Ademads, se han observado diferencias en las frecuencias de los alelos mutados quc
dependen del origen étnico de la poblacidon. Por ejemplo, la frecuencia de duplicacion
de CYP2D6 varia notablemente, esto es 29% en etiopes (Aklillu y cols, 1996), 20% en
arabes sauditas (McLellan y cols, 1997), 1-7% en caucasicos (Agundez y cols, 1994) y
1-2% en ornentales {Dahl y cols, 1995). La frecuencia del alelo CYP2D6 *3 en
poblacidn caucasica europea es de 1.89% (Marez y cols, 1997) y esta ausente en
poblaciones africanas (Masimirembwa y cols, 1996). La frecuencia del alelo CYP2D6
*4 en poblacion caucasica alemana es de 19.5% (Sachse y cols, 1997) y de 8% en
poblacién china (Johansson y cols, 1994).
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Varios estudios han investigado la contribucion de CYP2D6 en el metabolismo del
halopendol en voluntarios sanos y pacientes. Aunque los datos in vifro sugieren que
CYP2D6 podria jugar sdlo un papel menor en la biotransformacién del haloperidol en
los seres humanos, todos los estudios exceptuando uno que incluyd sélo 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 halopenido! son més
altas, mientras que las concentraciones de haloperidol reducido son mas altas que las
que mostraron los sujetos EM (Llenera, 1992, Young, y cols, 1993). Los niveles de
halopendol reducido y haloperidol en sangre estan asociados con un riesgo mas alto de
reacciones adversas del farmaco. Los niveles del halopenidol reducido se correlacionan
con los efectos de extrapiramidalismo y con los efectos colaterales (Lane, y cols, 1997,
Altamura, 1998).

En un analisis retrospectivo, el fenotipo metabolizador pobre de CYP2D6 se encontro
que fue significativamente alto en los pacientes con efectos adversos (Spina, 1992).
Este hallazgo se corrobord por varnios informes que descubrieron una alta-incidencia y
mayor severidad en los efectos de halopenidol en metabolizadores pobres de CYP2D6
(Iwahashi, 1997, Spina, 1992).

En este estudio se realizo un analisis genotipico de los alelos CYP2D6 *3 y CYP2D6 *4

en 70 pacientes con EH. Los resultados mostraron que ¢l alelo tipo silvestre CYP2D6
*[ tiene una frecuencia de 88%, el alelo CYP2D6 *3 de 1% y el alelo CYP2D6 *4 de
11.7%. Los genotipos obtenidos para ambos alelos indican que ¢l fenotipo homocigoto
normal o silvestre funcional es el que muestra una mayor frecuencia en la poblacién con
EH con un 77%. El genotipo heterocigoto *//*3 tuvo una frecuencia de 0.15%, y el
heterocigoto *7/*4 tuvo una frecuencia de 21%. Los genotipos homocigotos mutados
*3/*3 y *4/*¢ no se encontraron en ningun caso. Se identifico un paciente heterocigoto
compuesto *3/%4 que corresponde a un metabolizador pobre, lo cual se confirmé con el
resultado del estudio de fenotipo. Este paciente no estd bajo una terapia con farmacos
metabolizados por CYP2D6, por lo que no se realizé ninguin 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 poblacién mexicana normal, (comunicacion
personal, Lépez M). Este resultado era esperado ya que se ha visto que no existe una
relacién entre los polimorfismos de CYP2D6 y la enfermedad de Huntington.
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7. CONCLUSIONES

Se identificd un paciente con genotipo *3/*4 que es un heterocigoto
compuesto y su fenotipo también correspondio a un metabolizador pobre.
Este paciente no tomaba farmacos metabolizados por CYP2D6 por lo que
no realizd una correlacidon fenotipo-genotipo en cuanto a los efectos
adversos. Se debe recomendar que en este paclente no se prescriban
farmacos metabolizados por CYP2D6. '

La frecuencia de metabolizador lento de CYP2ZD6 encontrada en los
pacientes con EH (1.42%) fue similar a la de los controles de poblacién
mexicana (1.54%) como era de esperarse, ya que no existe una relacion
entre los polimorfismos de CYP2D6 y la enfermedad de Huntington.

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

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