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RESUMEN 

1. Resumen 

Hasta la fecha, la etiología de la enfermedad de Parkinson (EP) idiopática no ha sido 

totalmente aclarada, sin embargo, se considera que es una enfermedad multifactorial en donde se ven 

involucrados tanto factores ambientales como genéticos. Debido a la demanda neuronal 

dopaminérgica que desencadenan ciertas neurotoxinas, algunos estudios sugieren que el riesgo de 

desarrollar la EP se ve incrementado en personas que viven en áreas rurales, expuestas a aguas 

contaminadas, herbicidas, pesticidas, u algún otro agente industrial neurotóxico; lo cual apunta a que 

esta enfermedad pudiera ser causada por neurotoxinas ambientales a las cuales ciertos individuos son 

genéticamente más susceptibles. Parte de esta susceptibilidad genética puede ser conferida por 

polimorfismos genéticos de los citocromos P450. Uno de los principales miembros de esta 

superfumilia es la 4-Hidroxilasa de desbrisoquina (CYP2D6), que es codificada por el gen del 

citocromo P450 2D6 (CYP2D6), el cual es muy polimórfico. Esta enzima es responsable de 

metabolizar aproximadamente el 25% de los fármacos utilizados en la práctica clínica actual, y de 

algunas neurotoxinas y compuestos endógenos. 

Barbeau y cols. (1985) fueron los primeros en sugerir que los individuos homocigotos para 

alelos mutantes de CYP2D6 (metabolizadores lentos) son más susceptibles a presentar enfermedad 

de Parkinson. Algunos análisis genéticos revelaron la asociación de la mutación CYP2D6*B con la 

EP. Esta mutación, también conocida como CYP2D6*4 (polimorfismo B), involucra una sustitución 

de la base Gl 934 por una A y es la más común en la población caucásica, con una frecuencia alélica 

del 21.5 al 28 .6%. El individuo homocigoto mutante '4/ '4 muestra un genotipo PM (metabolizador 

pobre), mientras que los sujetos normales *1/ ' 1 muestran un fenotipo EM (metabolizador extenso). 

Una segunda mutación común es la CYP2D6*3, que tiene una frecuencia alélica del 2.7% en 

población caucásica e involucra una deleción de la A2637 en el exón 5. Todas las otras mutaciones 

identificadas son raras y constituyen menos del 1% de todas las variaciones alélicas del CYP2D6. 

También se ha descrito que los pacientes de población caucásica con un defecto en el gen del 

citocromo P450 CYP2D6 con fenotipo metabolizador lento, tienen un incremento de riesgo del 2.54 

de presentar la enfermedad de Parkinson en relación a un grupo control, debido a un metabolismo y 
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RESUMEN 

una eliminación lenta de fármacos y neurotoxinas. Sin embargo, en otros estudios, no se ha 

encontrado asociación de las variaciones genéticas del CYP2D6 con la etiología de la EP por lo que 

la evidencia es contradictoria. 

En México hasta la fecha no se han descrito las frecuencias del genotipo metabolizador del 

tipo CYP2D6 tanto en población normal, como en pacientes con EP, por lo que el objetivo de este 

estudio fue determinar la frecuencia de los genotipos metabolizadores: homocigotos normales 

( w/'w), homocigotos mutados e /'3 o ' 4/'4) y heterocigotos ( 3/.W o ' 4/.W) del tipo CYP2D6 en los 

alelo s *3 y *4 en pacientes mestizo mexicanos con EP, y en voluntarios mayores de 49 años, 

aparentemente sanos, que sirvieron como grupo control para determinar la probable asociación de los 

alelo s mutados de CYP2D6 con la etiología de la enfermedad de Parkinson. Tanto los individuos 

sanos como los afectados previamente firmaron carta de consentimiento informado. En todos los 

casos, el genotipo se determinó mediante análisis molecular de los alelos CYP2D6*3 y CYP2D6*4, a 

partir de DNA genómico extraído de sangre periférica, amplificación de regiones específicas de los 

alelo s *3 y *4 por medio de PCR y su posterior digestión con las enzimas de restricción adecuadas 

. respectivamente. Los fragmentos obtenidos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa y 

acrilamida teñidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz VV. Se asumió el criterio de que un 

heterocigoto (3/.w ó ' 4/. W) y un homocigoto normal ( w/.w) tanto para el alelo *3 como para el alelo 

*4 presentan un fenotipo metabolizador extenso o rápido (EM) que corresponde a una actividad 

normal de la CYP2D6; mientras que un homocigoto mutado (l/'3, ' 4/'4 Ó '3/'4) presenta un fenotipo 

metabolizador pobre o lento (PM) que corresponde a un metabolismo lento de fármacos, así como de 

toxinas endógenas o exógenas, que son metabolizados por la eYP2D6. 

La frecuencia del alelo CYP2D6*4 fue 24.60% en el grupo de pacientes versus 22.14% en el 

grupo control (razón de momios 1.147, le 95% 0.562-2.342) Y del alelo CYP2D6*3 fue 1.64% en el 

grupo de pacientes versus 1.53% en el grupo control (razón de momios 1.075, le 95% 0.096-12.08) 

indicaron que no existe evidencia estadísticamente significativa para decir que exista una asociación 

de los genotipos mutados del tipo CYP1D6 (CYP1D6*3 y CYP2D6*4) con la etiología de la 

enfermedad de Parkinson. Solo se presentó un genotipo homocigoto mutado para el alelo *4 en un 

paciente con EP y ninguno en el grupo control; así mismo, no se encontró ningún genotipo 

homocigoto mutado para el alelo *3, tanto en pacientes con EP como en el grupo control. El análisis 
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estadístico de estos resultados, sugiere que no existe una asociación entre el genotipo metabolizador 

lento (3/'3 y '4/'4) Y el riesgo de presentar enfermedad de Parkinson en la población mestiza 

mexicana estudiada. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por otros autores. 
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GENERALIDADES 

2.1 Enfermedad de Parkinson 

2.1.1 Historia de la enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en el año de 1817 por el 

médico ingles James Parkinson con el nombre de parálisis agigante o parálisis temblorosa, 

exponiendo los síntomas principales de la enfermedad que posteriormente llevaría su nombre. 

(Goodman & Gilman, 1996; Young, 1999). A mediados del siglo XX, la EP se conocía bien desde el 

punto de vista clínico, los autores franceses y alemanes habían dado una descripción prácticamente 

completa de la sintomatología parkinsoniana (figura 1) y los científicos estaban luchando para 

identificar las causas y tratamientos de la enfermedad (García y Meseguer, 2002). 

Figura 1. Las fotografias muestran la postura típica de un paciente con enfermedad de 
Parkinson. Se puede observar el flexo del tronco, la amimia, y la actitud en semiflexión 
de miembros superiores (García y Meseguer, 2002. Quien toma las ilustraciones del texto 
de Oppenheim-1901 y del texto de Ceslan y Verger-1915). 
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GENERALIDADES 

A prinCIpIOS de la década de 1960, los investigadores identificaron un defecto cerebral 

fundamental que es el distintivo de la enfermedad: las pérdidas de células cerebrales que producen 

un producto químico - la dopamina - que ayuda a dirigir la actividad muscular. Aunque aún había 

debates, en general se aceptaba que la sustancia negra era la diana anatómica de la enfermedad; 

incluso se comenzaba a conocer, a grandes rasgos, el papel fisiopatológico de los ganglios basales en 

los trastornos del movimiento (García y Meseguer, 2002). Este descubrimiento llevó a los científicos 

a encontrar el primer tratamiento eficaz de la enfermedad de Parkinson y sugirió formas de elaborar 

terapias nuevas y aún más eficaces. 

2.1.2 Fisiopatología de la enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo progresivo del sistema 

nervioso central (SNC) causado por la degeneración de neuronas dopaminérgicas en la sustancia 

negra del cerebro, la cual suministra inervaciones dopaminérgicas al cuerpo estriado que esta 

constituido por el núcleo caudado y el putamen que contienen receptores doparninérgicos, 

reflejándose así en anomalías del control del movimiento. Esta proyección de neuronas simplemente 

es un componente de la red compleja de interacciones de la estructura interna de la materia gris 

conocida como ganglios basales (figura 2). La pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas es 

un aspecto del envejecimiento normal; sin embargo, la mayoría de las personas no pierden la 

proporción de 80 a 90% de neuronas dopaminérgicas que se requiere para que se produzca EP 

sintomática. Debido a esto, se dice que la EP puede deberse a una agravamiento del proceso de 

envejecimiento normal, en el cual las neuronas que contienen dopamina son especialmente sensibles. 

Algunos neuroquímicos o condiciones estructurales patológicas afectan los ganglios basales, lo cual , 
conlleva a enfermedades del control motor, clasificadas como desórdenes del movimiento (Goodman 

& Gilman, 1996; Young, 1999; Youdim y Riederer, 1997). 

La pérdida de células dopaminérgicas se asocia con la presencia de inclusiones eosinofilicas 

interneuronales, llamadas cuerpos de Lewy, compuestos de neurofilamentos y ubiquitina. La 

presencia de cuerpos de Lewy no solo se restringe al sistema nervioso central (SNC), ya que 

subsecuentemente se han observado en el sistema nervioso periférico de pacientes parkinsonianos y 
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otros desórdenes degenerativos, tales como la enfermedad de cuerpos de Lewy y esclerosis 

amiotrópica lateral (Blum y col., 2001). 

La enfermedad de Parkinson es tanto crónica como progresiva, lo que significa que persiste 

por un largo periodo de vida y que sus síntomas empeoran con el tiempo. Sin tratamiento, la EP 

progresa en un plazo de cinco a diez años hasta un estado acinético rigido en el cual los pacientes son 

incapaces de valerse por si mismos. La muerte suele sobrevenir por complicaciones de la 

inmovilidad, entre ellas neumonia por aspiración o embolia pulmonar (Goodman & Gilman, 1996) . 

• 

Figura 2. Localización de la sustancia negra y representación esquemática de las inervaciones 
dopaminérgicas. En la sección de la derecha, se muestra las conexiones en el control motor norma! 
que se relacionan con la enfermedad de Parkinson. Las neuronas dopaminérgicas en la sustancia 
negra se proyectan al cuerpo estriado (núcleo caudado y putamen). La proyección de neuronas 
estriatales en el glóbulo pálido, y predominantemente neuronas GABAérgicas palidales inhiben la 
proyección a la corteza cerebral, que a su vez, estimulan proyecciones glutámicas de regreso a! 
estriado y baja a través del tracto corticoespina! (Y oudim y Riederer, 1997; Young, 1999). 

2.1.3 Tasa de la enfermedad de Parkinson en México 

Esta enfermedad se presenta en más del 1 % de personas mayores de 65 años de edad. Se 

considera que la EP ocurre de 1 a 2 casos por 1000 habitantes de la población en general y aumenta 

con la edad. Un número reducido de casos (5 - 10%) ocurre antes de los 40 años y se llama 

enfermedad de Parkinson juvenil (www.ssa.gob.mx). Estudios epidemiológicos llevados a cabo en 

los Estados Unidos sugieren que la enfermedad de Parkinson es más frecuente en hombres que en 
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mujeres (aproximadamente en proporción 3:2). Alguna vez se pensó que esta enfermedad afectaba 

principalmente a blancos, pero estudios recientes han demostrado prevalencias iguales en afro 

americanos y blancos en la misma área geográfica (Young, 1999). 

Actualmente en México cada año 50 de cada 100 mil personas mayores de 55 años, sobre 

todo del sexo masculino, enferman de Parkinson; no obstante, esta tasa es menos frecuente que en el 

resto del mundo, donde en promedio se registran de 150 a 200 casos anuales por cada 100 mil 

habitantes (www.ssa.gob.mx). 

2.1.4 Sintomatología de la enfermedad de Parkinson 

La etiología del parkinsonismo es múltiple pero su sintomatología, cualesquiera que sean sus 

causas, presenta las mismas marcadas características, entre las que destacan la rigidez muscular, los 

temblores, la inestabilidad postural, la lentitud y la escasez de movimiento. Estos síntomas pueden 

aparecer aislados o combinados, pudiendo predominar en una parte del cuerpo o bien ser más 

marcado un síntoma sobre los demás, de forma que hay gran variación de un enfermo a otro. Los 

síntomas empiezan en un lado del cuerpo en la mayoría de los pacientes (aproximadamente en el 

80%) y menos frecuentemente en ambos lados o generalizados. La variabilidad en la intensidad de 

los síntomas de la EP, puede cambiar de un momento a otro, o de un día a otro, lo cual es un rasgo 

característico de esta enfermedad. En razón a estas fluctuaciones, y no a la mala voluntad del 

enfermo, resulta dificil predecir sus períodos de mayor autonomía (Goodman & Gilman, 1996; 

Young, 1999; http://www.cadime). 

En el comienzo del padecimiento, pueden aparecer molestias muy variables, difíciles de 

relacionar con la enfermedad. No es raro que los pacientes acudan inicialmente al médico por dolores 

en las articulaciones (la enfermedad provoca dolores en un tercio de los pacientes y a menudo este 

hecho se descuida; a veces son dolores pseudo-reumáticos en aquellas partes del cuerpo que están 

mas afectadas por la rígidez), o al psiquiatra por un estado depresivo (tabla 1). 
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2.1.5 Cuadro clínico de la enfermedad de Parkinson 

La EP es de carácter crónico, progresivo y lento, en la cual se encuentra afectada la zona del 

cerebro encargada del control y coordinación del movimiento, del tono muscular y de la postura. El 

sistema motor extrapiramidal es el conjunto de vias motoras que ejercen una influencia importante 

sobre los circuitos motores medulares, del tronco encefálico, cerebelo y corticales. Tiene fibras 

provenientes de la corteza motora que conectan con los núcleos de la base, especialmente con el 

caudado y el putamen, así como con núcleos bulbares (núcleo rojo, sustancia negra y formación 

reticular) o mesencefálicos y terminan en el asta anterior de la médula espinal (Goodman & Gilman, 

1996; Youdim y Riederer, 1997; Young, 1999). 

Tabla 1. Síntomas de la enfermedad de Parkinson 

Síntomas principales Síntomas secundarios Trastornos psiquiátricos 

Temblor Trastornos de la marcha Depresión 

Rigidez Alteraciones de la habiHdad manual Demencia 

Bradicinesia Trastornos del lenguaje 

Trastornos de los reflejos de la Problemas de gesticulación o expresión 

postura facial (discinesias) 

Alteraciones de la presión arterial 

Sialorrea 

Costipación fecal 

Trastornos de la micción 

Tomado de http://www.ssa.gobnnúunidadeslconadiclabcpaochtm 

En la zona, llamada sustancia negra, se biosintetiza un componente químico, la doparnina, 

compuesto esencial para la regulación de los movimientos, es decir, para que los movimientos se 

realicen de una forma efectiva y armónica. Así, en la EP se produce una "degeneración" de la 

sustancia negra (de causa desconocida) cuya consecuencia es la disminución de la dopamina 

(Goodman & Gilman, 1996; Young, 1999). Es por ello que las principales manifestaciones de la 

enfermedad expresan un control deficiente de los movimientos (figura 3), los cuales se caracterizan 

por cuatro rasgos distintivos: 
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Temblores pausados no intencionados, a veces el temblor afecta tanto a los miembros 

superiores como a los inferiores y, ocasionalmente, se presenta también en la boca o en la cabeza. El 

temblor ocurre con mayor frecuencia cuando los pacientes se hallan en reposo o bajo tensión 

emocional y siempre en una frecuencia fija de 3 a 6 ciclos por segundo, los cuales suelen disminuirse 

durante movimientos voluntarios, y suelen desaparecer durante el sueño. Cuando se le indica a un 

paciente con EP que realice operaciones aritméticas mentalmente también se ve una disminución del 

temblor. En la mayoría de los casos los temblores se inician en las manos, muy a menudo con 

movimientos de roce entre el pulgar y los demás dedos, como SI el paciente estuviese amasando una 

miga de pan entre ellos; a medida que la enfermedad avanza, los temblores se extienden a toda la 

mano. Cuando el paciente está en reposo, los temblores suelen desaparecer, por lo que se llama 

temblor de reposo. Se acentúan cuando estira la mano para coger algo, si se siente observado o 

registra alguna emoción. Constituye uno de los síntomas mas habituales, del 70-90% de los pacientes 

tienen temblor y puede llegar a ser incapacitante. Este síntoma puede estar ausente en un grupo de 

pacientes, en el llamado Parkinson acinético. Sin embargo, no todas las personas que presentan 

temblor, tienen o tendrán enfermedad de Parkinson; existen múltiples causas de temblor, que 

responden a tratamientos diferentes a los usados en la enfermedad de Parkinson. 

Rigidez muscular, de la mayor parte, sino de toda la musculatura del cuerpo. Los pacientes 

que tienen este síntoma presentan dificultad para levantarse de una silla o darse la vuelta en la cama; 

otra manifestación frecuente puede ser dolor y rigidez a nivel de un hombro, motivo por el cual el 

paciente puede ser tratado inicialmente de reumatismo, pero con el tiempo aparecen otros síntomas 

de la enfermedad. Se muestra como una resistencia o falta de flexibilidad para mover pasivamente 

las extremidades. Su frecuencia varía de un 89 a un 99% según los estudios. Se presenta, al estirar la 

extremidad afectada, el signo de la "rueda dentada o engrane". La rigidez y lentitud de los músculos 

en la cara (hipomimia), del lenguaje y de la deglución, así como la disminución del parpadeo 

ocasionan una rigidez en el semblante del paciente que da la impresión de tener una "cara 

congelada". Todo esto puede dar la impresión de una persona ausente, indiferente, intelectualmente 

deteriorada o deprimida; en la mayoría de los casos nada de esto es verdad. Sus facultades 

intelectuales están intactas, aunque son más lentas de lo habitual. 
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Bradicinesia o acinesia, se presenta en el 77-87% de los pacientes. Se manifiesta en una 

lentitud y torpeza general en la realización de los movimientos voluntarios. Mecta de forma 

importante las actividades de la vida diaria, corno: alimentarse, bañarse, vestirse y arreglarse, control 

al orinar y defecar, caminar, escribir, subir y bajar escaleras, usar el teléfono, ir de compras, preparar 

la comida, lavar la ropa, montar en bus, taxi o metro, responsabilizarse de sus medicamentos, 

manejar los asuntos económicos propios y de la casa, etc. 

Trastornos del equilibrio en la postura (inestabilidod). Las anomalías de la postura se 

reflejan: en la inclinación del tronco y cabeza hacia adelante con la espalda encorvada; en la flexión 

de las articulaciones de los codos y rodillas (figuras 1 y 3); Y en los trastornos de la marcha. Tiende 

a presentarse de forma tardía. Resulta dificil el control del equilibrio, por lo que pueden producirse 

caídas con frecuencia. La marcha es a pequeños pasos, con episodios de estar bloqueado, pegado al 

suelo o congelado, y con aumento brusco del ritmo de la marcha (mini-pasos muy rápidos y 

confusos). 

• 
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Temblor ritmiC'O. A m<:nudo ocune al pnnaplO en 
una mano. este temblor se pateceaJ movimimo que 
51: hace al Nx:C1 rodar WlIl pUdoR entre c:l dedo pulgar 
Y el dedo índice. 

J)i(icullad at porK.'f'K de 
pMo. Se k"\ll\llWl en tm; 

posturn que asL-meja a 
una galhna ponedora. lo 
cu.'lI es un signo comW1 
tk tm.'40m0 en el control 
del movimiento 
Algunos pacientes 
n::port.,'\1) ~""nlimient(l$ de 
debilid3d Y de ser 
relreo.'KIos por sosas u 
otros fucr¿'ls c:<tl:mas. 

Figura 3. Síntomas comuncs de la EP 
incluyendo temblor. rigidez muscular )' 
bradicinesia -movimientos lentos y 
retardados del movimienlo cs¡xmtánco. 
También se pueden observar desordencs 
del balance y cambios en la fonna de 
escribir (Youdim y Riedcrcr. 1997). 

Babn«os hltdu 
dc:bnk )' atris. 
Lo que ~ rdlcj" 
en dderioros tkl 
equilibrio }' 
coordinación.. 

Rigide:t MlUCUbr. Se obiIerva. un 
fenómeno de rued., dent....t3 o de engrone
al momento de cmpt.Ijll1 d bnlZI.) se 
observan incn.mentos accidentados 1.'11 

lugar de n1OVlmienlo suave y cootinuo. 

¡':ncoglmicnto de letra 
Solo se observa I.:n alguno¡s 
pacienl('~ . En la:! muCSlras 
de elICritur:l se OO$C:"':'II b 
letra cuando un p3Clcnte 

esta 1.nJJ..'!do Y cu..1:llCkJ no lo 

""". 
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2.1.6 Evolución clínica de la enfermedad de Parkinson 

La EP tiene un curso crónico y progresivo, y la evolución es diferente en cada paciente. Se 

han podido establecer diferentes etapas clínicas, ya que el manejo médico puede ser diferente de 

acuerdo a la etapa en que se encuentre el paciente. 

Para realizar una evaluación y seguimiento adecuados de los pacientes, por parte del médico, 

existen Escalas de Evaluación Clínica de la Enfermedad de Parkinson; entre las más utilizadas, se 

encuentran: Escala de WEBSTER; la Escala Unificada de Evaluación de la Enfermedad de 

Parkinson (UPDRS); siendo la escala de HOEHN & YAHR (tabla 2) la más utilizada. 

T bl 2 E al d HOEHN & y AHR a a sc a e l 'fi " d l d' d l EP para casI Icaclon e esta lO e a 

Etapa Descripción 
Signos y síntomas en un solo lado del cuerpo. Síntomas leves. 
Slntomas molestos pero no incapacítantes. 

1 Enfermedad unilateral Presencia de slntomas con temblor en alguna extremidad 
Cambios en la postura, expresión facial y marcha. 
Deterioro funcional mínimo o si.n él 
Sin alteracíón del equilibrio. 

II 
Mección bilateral o de la Síntomas bilaterales. 
linea media del cuerpo Mínima discapacidad 

La marcha y la postura están afectadas. 
Alteración de mínima a moderada. 
Inestabilidad postwal pero aún independiente. 

ID Enfermedad bilateral Significante enlentecimiento de los movimientos corporales. 
Dificultad para mantener el equilibrio tanto de pie como al andar. 
Disfunción generalizada moderadamente severa. 
Aún es capaz de caminar cierto recorrido y ponerse de pie sin ayuda. 
Marcadamente incapacitado. 

IV Incapacidad grave Síntomas severos. 
Rigidez y bradicinesia 
No puede vivir solo. 
El temblor puede ser menor que en los estadios anteriores. 
Invalidez total. 

V Estadio caquéctico No puede andar ni mantenerse de pie. 
Obligado a permanecer en cama o silla de ruedas. 
Requiere cuidados de una enfermera. 

Tomado de http.//www.cadime.com , http.l!www.ssa.gob.ntx/umdades/conadiclabcpark.htm 

Los pacientes con EP deben saber que su médico los evaluará en forma periódica con este 

tipo de instrumentos, ya que es necesario conocer su respuesta a los medicamentos, los posibles 

efectos adversos y el grado de funcionalidad. Con base en dichas evaluaciones, se puede establecer 

una serie de estrategias terapéuticas. 
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2.1.7 Etiología de la enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson idiopática o parkinsonismo primario, aún en nuestros días, es la 

forma más común de la enfermedad. Idiopática es un término que describe un desorden para el cual 

no se ha encontrado aún una causa. En las otras formas de parkinsonismo se conoce la causa o se 

sospecha, o el desorden ocurre corno efecto secundario de otro desorden neurológico primario. El 

nombre de enfermedad de Parkinson se usa para definir el síndrome descrito, cuando no se detectan 

para el mismo alguna o algunas causas concretas. El nombre de síndrome parkinsoniano se emplea 

para describir el conjunto de signos y síntomas (esto es lo que significa síndrome) caracterizados por 

rigidez, temblor y torpeza motriz, cuando éste se debe a otras causas neurológicas 

(http://www.ninds.nih.gov). 

Así por ejemplo, se refiere como síndrome Parkinsoniano a una persona que tiene el temblor 

y la rigidez a causa de una enfermedad neurológica como el Alzheimer, o a alguna otra persona, la 

cual haya tomado medicamentos que producen estos síntomas como efectos secundarios. Se reserva 

el nombre de enfermedad de Parkinson para aquellos casos en que, en ausencia de otra enfermedad o 

causa, aparecen los síntomas referidos sobre movimiento, temblor y rigidez. La importancia de 

diagnosticar uno u otro proceso recae en el distinto pronóstico. Lógicamente, el síndrome 

parkinsoniano ligado a otras enfermedades neurológicas tendrá el pronóstico correspondiente a la 

dolencia causal (http://www.cadime.com). 

En la actualidad, la etiología de la enfermedad de Parkinson no ha sido completamente 

aclarada (Guerrero y col. , 2002). La enfermedad de Parkinson ocurre cuando ciertas células 

nerviosas, o neuronas, en un área del cerebro conocida como la sustancia nigra pars compacta 

(SNpc), mueren o sufren deterioro, aproximadamente el 5% de las células se pierden por año en la 

EP (Blum y col., 2001). Normalmente, estas neuronas producen un producto químico cerebral 

importante conocido como dopamina (figura 4). La dopamina es un mensajero químico responsable 

de transmitir las señales entre la sustancia nigra (sustancia negra) y el corpus striatum (cuerpo 

estriado), para producir actividad muscular fluida y con propósito. La pérdida de dopamina hace que 

las células nerviosas del cuerpo estriado actúen sin control, dejando a los paciente incapaces de 

dirigir o controlar sus movimientos de forma normal. Los estudios han demostrado que los pacientes 

con EP tienen una pérdida de 80% o más de las células productoras de dopamina en la sustancia 

13 



GENERALIDADES 

negra, responsables del sistema motor, especialmente de la acinesia (Goodman & Gilman, 1996; 

Blum y col. , 2001 ; Young, 1999; Youdim y Riederer, 1997). La causa de esta muerte o deterioro 

celular se desconoce, pero resultados significativos obtenidos de investigaciones hechas por 

científicos, continúan produciendo pistas nuevas y sumamente interesantes de la enfermedad. 

Figura 4. La región de parts compacta y la sustancia negra (SNpc) en 
un cerebro nonnal. A la izquierda se observa obscura, debido a la 
producción de dopamina en la neuronas, las cuales se observan 
altamente pigmentadas; cnando las neuronas mueren, por ejemplo en la 
EP, el color se desvanece (derecha) (Youdim y Riederer, 1997). 

Se ha descrito que en la enfermedad de Parkinson idiopática intervienen tanto factores 

ambientales como genéticos, por lo cual se dice que es una enfermedad multifactorial (Barbeau y 

col. , 1985). Debido a esto, en la actualidad algunos investigadores hacen uso del término 

"Ecogenética" (Mulvihill, 1985) para referirse a las "diferencias genéticas que determinan la 

susceptibilidad de los individuos a la acción de agentes físicos, químicos y biológicos del ambiente" 

(Nebert, 1997); en este caso, que sean relacionados a la etiología de la enfermedad de Parkinson (ver 

subtema 2.2.1 Ecogenética en la EP). 

Algunos estudios sugieren que el riesgo de desarrollar la enfermedad de Parkinson se ve 

incrementado en personas que viven en áreas rurales expuestas a pesticidas, aguas contaminadas, o a 

algún otro agente químico, sugiriendo que esta enfermedad es causada por neurotoxinas ambientales 

a las cuales algunos individuos son genéticamente susceptibles. Parte de esta susceptibilidad genética 

puede ser conferida por el polimorfismo del gen citocromo P450 2D6 (CYP2D6), el cual codifica 

para la enzima 4-Hidroxilasa de desbrisoquina o CYP2D6, la cual pertenece a la superfamilia de los 

citocromos P450 y está involucrada en el metabolismo oxidativo de algunos fármacos, de la 

destoxificación de neurotoxinas ambientales, incluyendo la MPTP, así como de compuestos 

endógenos incluyendo la dopamina (payami y col., 2001). (McCann y col., 1997; Bandmann y col., 
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1997; Tanakay cols., 1998; Barbeau y col., 1985; Leighton y col. , 1997; Chan y col ., 1998; Mellick y 

col ., 2000; LoH y col. , 1998; Nicholl y col. , 1999; Iwahashi y col. ,1995; Mazzetti y col., 1994; 

Sandy y col. , 1996; Chen y col., 1996; Payami y col., 2001; Armstrong y col. , 1992; Tan y col., 

2000). 

Algunos científicos han sugerido que la enfermedad de Parkinson puede ocurrir cuando una 

toxina externa o interna destruye selectivamente las neuronas dopaminérgicas. Un factor de riesgo 

ambiental tal como la exposición a pesticidas, o a una toxina en los alimentos, es un ejemplo de la 

clase de desencadenante externo que pudiera hipotéticamente ocasionar la enfermedad de Parkinson. 

La teoría se basa en el hecho de que hay cierto número de toxinas, tales como el l-Metil-4-fenil-

1,2,3,6,-tetrahidropiridina (MPTP) (A1caraz y col. , 2001 ; Blum y col. , 2001; Rojas y col. , 2000; 

Coleman y col., 1996), y medicamentos neurolépticos (Goodman & Gilman, 1996; Young, 1999), 

que se saben inducen síntomas de Parkinson en los seres humanos. Sin embargo, hasta la fecha, 

ninguna investigación ha proporcionado prueba definitiva de que una toxina sea la causa de la 

enfermedad. 

Una teoria relativamente nueva explora el papel de los factores genéticos en el desarrollo de 

la enfermedad de Parkinson. Después de que los estudios en animales demostraran que MPTP 

interfiere con el funcionamiento de las mitocondrias dentro de las células nerviosas (Dawson, 2000), 

los investigadores se interesaron en la posibilidad de que el deterioro en el ADN de las mitocondrias 

puede ser la causa de la enfermedad de Parkinson (Bandmann y col., 1997; Blum y col., 2001). 

Otra teoría más propone que la enfermedad de Parkinson ocurre cuando, por causas 

desconocidas, el desgaste de las neuronas productoras de dopamina normal, relacionado con la edad, 

se acelera en ciertas personas. Esta teoría se sustenta en el conocimiento de que la pérdida de 

mecanismos protectores antioxidativos está asociada con la enfermedad de Parkinson y el 

envejecimiento (Blum y col., 2001). 

Algunas otras teorías, sostienen que radicales libres (moléculas inestables y potencialmente 

perjudiciales generadas por acciones químicas normales en el cuerpo) pueden contribuir a la muerte 

de las células nerviosas conduciendo así a la enfermedad de Parkinson (Blum y col., 2001). Los 

radicales libres son inestables debido a que carecen de un electrón. En un intento por reemplazar el 
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electrón que falta, los radicales libres reaccionan con las moléculas circundantes (especialmente con 

metales tales como el hierro, cobre, etc), en un proceso llamado oxidación. Se considera que la 

oxidación ocasiona dafio a los tejidos, incluyendo las neuronas. Normalmente, los antioxidantes, 

productos químicos que protegen a las células de este dafio, mantienen bajo control el daño 

producido por los radicales libres. Las pruebas de que los mecanismos oxidativos pueden ocasionar o 

contribuir a la enfermedad de Parkinson incluyen el hallazgo de que los pacientes con la enfermedad 

tienen niveles elevados de hierro o cobre en el cerebro, en especial en la sustancia negra, y niveles 

decrecientes de ferritina, que sirve como mecanismo protector rodeando o formando un círculo 

alrededor del hierro y aislándolo (Alcaraz y col. , 2001; Blum y col., 2001; Rojas y col., 2000; 

Coleman y col. , 1996). 

Es importante reconocer que diversos trastornos distintos a la EP, pueden generar también 

parkinsonismo, entre ellos algunos problemas neurodegenerativos relativamente infrecuentes, los 

accidentes apopléticos y la intoxicación con rarmacos que bloquean al receptor de dopamina. 

Algunos fármacos de uso frecuente en la clínica que pueden producir parkinsonismo son: 

antipsicóticos como halopeddol y torazina, y antiheméticos como proclorperazina y metoclopramida 

(Goodman & Gilman, 1996). 

Muchos investigadores creen que una combinación de estos cuatro mecanismos (daño 

oxidativo, toxinas ambientales, predisposición genética y envejecimiento acelerado) finalmente 

contribuyen a la etiología de la enfermedad de Parkinson (Blum y col., 2001). 

2.1.8 Genética de la enfermedad de Parkinson 

Cuando se habla de lesiones que son causa de la EP, se refiere sobre todo a aquellas 

alteraciones que tienen relevancia clínica y no solo significancia estadística, es decir, a aquellas que 

se asocian con frecuencia a la enfermedad (García, 2001). 

La posibilidad de una contribución genética en la EP, la describió por primera vez Gowers, 

quien encontró que un 15% de sus pacientes tenian historia familiar de la enfermedad. Más tarde 

Mjones describió historial familiar positivo en un 41 % de sus pacientes y sugirió que la enfermedad 

era heredada en un alto porcentaje como autosómica dominante (Foltynie y col., 2002). 
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Las mutaciones en el gen de la a-sinucleina, localizado en el cromosoma 4q, han demostrado 

ser casos raros de una forma autosómica dominante en adultos; por otra parte, mutaciones en el gen 

de la parkina, localizado en el cromosoma 6q, han sido reportadas en familias con formas 

autosómicas recesivas juveniles. Debido a que muchos pacientes no tienen una historia clara de 

algún familiar afectado o factor de riesgo ambiental, la enfermedad puede deberse a una 

combinación de "influencias" o "causas" genéticas y ambientales (Scott y col. , 2001 ; Young, 1999; 

Tan y col., 2000). 

En los últimos años, se ha tenido gran interés en las interacciones entre factores genéticos y 

factores ambientales, generando un gran número de estudios que asocian los polimorfismos de 

diferentes genes con la EP (Tan y col., 2000). Estos genes son estudiados siguiendo S características: 

1) Su papel relevante en el metabolismo de la dopamina; 2) su importante relación en la activación o 

destoxificación de xenobióticos y toxinas exógenas en las neuronas dopaminérgicas; 3) su relación 

en la vía del metabolismo mitocondrial; 4) su papel causante en ciertas formas de EP familiar; y S) 

mutaciones puntuales que codifican para ciertas lipoproteínas y receptores de estrógeno s, que estén 

relacionados con la EP (ver tabla 3) (Tan y col. , 2000). 

Los hallazgos genéticos recientes en la enfermedad de Parkinson no permiten explicar la 

causa de todos los casos de esta afección, pero aportan datos importantes para comprender la 

patogenia de la enfermedad, como lo son los estudios relacionados con polimorfismos alélicos. Los 

datos referidos a la asociación de uno u otro alelo poseen una importancia relativa, teniendo en 

cuenta que el riesgo global de un individuo en concreto depende del riesgo combinado de múltiples 

genes con el ambiente que 10 rodea y en el que se desenvuelve a lo largo de su vida (García, 2001). 

Por otro lado, es evidente que las mutaciones descritas hasta la fecha son responsables de una 

pequeña parte de los casos de EP familiar y de una fracción insignificante de los casos esporádicos 

(García, 2001); ya que la causa de la EP esporádica no se conoce, y como ya se ha mencionado 

anteriormente, se cree que ésta, es el resultado complejo de una combinación de la predisposición 

genética de ciertos individuos con la exposición a un ambiente agresivo y desconocido. . 

Con toda seguridad, faltan descubrir genes que explicaran otros casos de EP atribuibles a 

herencia mendeliana, pero es seguro que la mayoría de los casos de la EP esporádica no es atribuible 
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a lesiones genéticas clásicas, sino a herencia multifactorial en donde la función de los factores 

genéticos es compleja (Barbeau y col., 1985; Cahn y col. , 1998; Tan y col. , 2000; Scoot y col., 2001; 

Foltynie y col., 2002; García, 2001). 

Tabla 3. Estudios caso-contro Id el olmo Ismos genettcos en a r rfi l EP 

TIOO de asociación con la EP Gene 
Complejo enzimático del Citocromo P450 (CYP2D) 
N-acetiltransferasa 2 (NAT2) 

Genes implicados en la destoxificación Glutatión traosferasa (GSTTI, GS1Ml, GSTPl , GSTZl) 
de metabolitos Paraoxonasa 

Complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa 
Maneaneso suoeTÓxido dismutasa 
Monoamino oxidasa A y B (MAOA y MAOB) 

Genes involucrados en el metabolismo Transportadores de la dopamina «DAn 
de la dopamina Receptores de la dopamina (DRD2, DRD3, DRD4 Y DRD5) 

Catecol-O-metiltransferasa (COMT) 
Tirosina hidroxilasa 

Genes mitocondriales tRNA"1u mitocondrial 
Subunidades del comoleio 1 

Genes de la EP familiar a-sinucleina (Park-l) 
Parkina (Park-2) 

Genes de lipoproteínas APOE-g4 
Liooproteínas de baia densidad relacionadas 
Linea celular Glial derivada del factor neutrofilico 
Proteína B-50/Ga¡r43 asociada al crecimiento 

Otros genes puntuales Tau 
Locus DXSI 047 del cromosoma X 
Enzima convertidora de angiotensina 
Ubiauitina carboxilo terminal Ll 

Tomado de Tan y col., 2000. 

En años recientes, se han publicado un sin número de trabajos que describen la asociación de 

determinados alelos de diversos genes, o la ausencia del mismo, con la etiología de la EP. La 

mayoría de los genes estudiados son aquellos que desempeñan un papel fundamental en el ciclo 

biológico del sistema dopaminérgico, la excitación neuronal, o en rutas metabólicas, como el 

metabolismo oxidativo, xenobiótico, o de radicales libres, ' que en su momento son considerados 

candidatos putativos por desempeñar un papel (cualesquiera que sea) en la etiología de la EP (García, 

200 1). La realización de estos estudios es fácil, pero la interpretación resulta más complicada. En 

general, se parte de dos grupos, uno de pacientes con EP y otro control, se mide la frecuencia de los 

diferentes alelos polimórficos con un marcador determinado en los dos grupos y se analiza si la 

distribución es similar o diferente desde el punto de vista estadístico (García, 2001). 
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2.2 Farmacogenética y ecogenética en la enfermedad de Parkinson 

2.2.1 Ecogenética en la EP 

Como ya se mencionó antes, el resultado de inducir demanda neuronal dopaminérgica y 

parkinsonismo con MPTP (I-Metil-4-fenil-1 ,2,3,6-tetrahidropiridina) que se encuentra presente en 

drogas (heroína) y en agentes químicos; con TlQ (1,2,3,4-Tetrahídroisoquinolina); con neurolépticos 

y con manganeso, ha tomado un gran interés en el papel de los factores ambientales por tener una 

relación importante en la inducción de parkinsonismo (Suzuki y col. , 1992; Iwahashi y col.,1995; 

Coleman y col., 1996; Payami y col., 2001). 

El pensamiento actual en la etiología de la EP idiopátíca sugiere que las formas comunes de 

este trastorno neurodegenerativo es el resultado de interacciones de susceptibilidad genética con la 

exposición a toxinas ambientales, por lo que se dice multifactorial. Esto podría sustentarse con la 

gran heterogeneidad que existe en la respuesta interindividual a ciertos agentes neurotóxicos (Suzuki 

y col. , 1992; Coleman y col., 1996), así como a los medicamentos en términos de toxicidad y 

eficacia del tratamiento. Las causas potenciales para esta variabilidad en los efectos de ciertos 

agentes neurotóxicos y de algunos fármacos, incluyen: la patogénesis y severidad de la enfermedad 

que está siendo tratada; las interacciones entre diferentes fármacos o neurotóxicos, y sus compuestos 

metabólicos; la edad del individuo; el estado nutricional; la función renal; la función hepática, y/o 

alguna enfermedad concomitante. La mayoría de las diferencias individuales en la respuesta a los 

fármacos caracterizadas a escala molecular se relacionan con la densidad en los genes que codifican 

para las enzimas capaces de metabolizar fármacos y, en menor grado, en los genes que codifican 

para sus receptores y transportadores; esta variabilidad genética individual en la respuesta a los 

fármacos constituye el área de estudio de la Farmacogenética (Meyer, 1994; Nebert y col. ,1996; 

McKinnon y Evans, 2000; Cervantes y col. , 2001). 

En 1957, Motulsky fue el pnmero en sugenr que ciertas reacCIones adversas a los 

medicamentos podrían ser causadas por variaciones, determinadas genéticamente, en la actividad de 

las enzimas responsables de su metabolismo a nivel hepático. Poco después Vogel en 1959 acuñó el 
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término Farmacogenética para describir la reacción entre la constitución genética de un individuo y 

la terapia farmacológica. Por lo tanto, la Farmacogenética estudia la variación genética responsable 

de las diferencias individuales en la respuesta a los fármacos y a los xenobióticos. Estas variaciones 

pueden implicar diferencias individuales en la eficiencia terapéutica y/o reacciones adversas al 

fármaco . Posteriormente el término "Farmacogenética", fue ampliado al de "Ecogenética" para 

abarcar las diferencias genéticas que oeterminan la susceptibilidad de los individuos a la acción de 

agentes fisicos, químicos y biológicos del ambiente(Nebert, 1997) . 

La EP puede ser un ejemplo de estudio para la ecogenética (McCann y col., 1997; Bandmann 

y col., 1997; Tanaka y col., 1998; Barbeau y col. , 1985; Leighton y col. , 1997; Chan y col., 1998; 

Mellick y col., 2000; LoH y col., 1998; Nicholl y col., 1999; Iwahashi y col. ,1995; Mazzetti y col., 

1994; Sandy y col., 1996; Chen y col. , 1996; Payami y col., 2001; Armstrong y col., 1992; Tan y 

col., 2000). Ya que como se ha mencionado anteriormente, parte de esta susceptibilidad genética 

puede ser conferida por el polimorfismo oxidativo de desbrisoquina conferido por el gen CYP2D6, el 

cual se conoce por estar involucrado en el metabolismo y la respuesta de fármacos utilizados 

clínicamente, de neurotoxinas ambientales, así como de algunos otros compuestos exógenos y 

endógenos. Más de 30 isoenzimas de CYP han sido caracterizadas en humanos (Linder y col., 1997; 

Benny y Adithan, 2001). Los pacientes de población caucásica con un defecto en el gen del 

citocromo P450 CYP2D6 (fenotipo metabolizador lento), tienen un incremento de riesgo del 2.54 de 

presentar la enfermedad de Parkinson en relación a un grupo control (Chan y col. , 1998). 

El polimorfismo genético se ha asociado a tres clases de fenotipos basados en la velocidad 

del metabolismo de los fármacos y neurotoxinas. Los metabolizadores extensos o rápidos (EM) de 

un fármaco o neurotoxina, es caractenstico de la población normal y presentan una actividad 

enzimática normal; los metabolizadores pobres o lentos (PM) son asociados con la acumulación de 

sus sustratos específicos, de fármacos o neurotoxinas debido a un metabolismo y una eliminación 

deficiente, y son heredados como un rasgo autosómico recesivo requiriendo la mutación y/o la 

deleción de ambos alelos para la expresión fenotípica; y los metabolizadores ultraextensos (UEM) 

quienes presentan un incremento en el metabolismo de fármacos y neurotoxinas, y son heredados 

como un rasgo autosómico dominante debido a la amplificación del gen (Benny y Adithan, 2001; 

Schur y col., 2001). 
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Por lo tanto, las personas con un defecto en el gen CYP2D6 pueden ser más susceptibles a los 

factores ambientales neurotóxicos y posiblemente pueden ser más propensos a adquirir la 

enfermedad de Parkinson y otros desórdenes crónicos degenerativos cuando se exponen a dichos 

factores . De ser cierta esta hipótesis, se podría esperar una frecuencia más alta en el genotipo 

homocigoto mutado del gen y del fenotipo metabolizador lento de hidroxilación (PM) en los 

pacientes con Parkinson (Barbeau y col. , 1985) en relación con personas sanas. 

Barbeau y colaboradores en el año de 1985, fueron los primeros en sugerir que los MP tienen 

mayor susceptibilidad a desarrollar EP como resultado de la destoxificación lenta de neurotoxinas. 

Esta hipótesis fue apoyada por , estudios farmacocinéticos de la actividad de la CYP2D6, pero 

análisis genotípicos del CYP2D6 en diferentes poblaciones han sido contradictorios (Chan y col. , 

1998; Guerrero y col., 2002; Gasser y col. , 1996). 

2.2.2 Sistema enzimático del citocromo P450 (CYP) 

El citocromo P450 se denomina así debido a que en su estado reducido y en presencia de 

monóxido de carbono presenta un espectro de absorción máximo a 450 nm (Aiache y col. , 1983). 

CYP es la abreviación para el citocromo P450 (Benny y Adithan, 2001), un subgrupo de enzimas o 

isoenzimas relacionadas localizadas en el retículo endoplásmico de hepatocitos y que son expresadas 

principalmente en el hígado (Gonzáles, 1992), aunque, también se encuentran presentes en otros 

órganos, tales como el intestino, pulmones, riñones y cerebro (Riesenman, 1995; Broseo, 1996; 

Bertilsson y col., 1997). 

Las enzimas involucradas en el metabolismo de fármacos así como de neurotoxinas, 

xenobióticos y de diversos compuestos endógenos, como esteroides, vitaminas y ácidos grasos, se 

clasifican en reacciones de fase 1 (oxidativas) y reacciones de fase II (conjugativas); estas reacciones 

pueden ser complementarias entre sí. Por ejemplo, las reacciones de fase 1 como oxidación, 

reducción e hidrólisis, generan grupos funcionales que podrían servir subsecuentemente como sitios 

de conjugación para ácido glucurónico, sulfato, o glutatión, catalizados por enzimas hepáticas de fase 

II (poulsen y Loft, 1994). En la tabla 4, se presentan las principales enzimas que forman parte de las 

reacciones de fase 1 y fase II encontradas en el hígado humano. 
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. . al Tabla 4. Pnnclp: es enzimas meta o Iza oras en ase . y b r d f; 1 JI en e I h' d h umano Iga o 

Fase I FaselI 

CYF1A2 Glutatión S-transferasa * 
CYP2A6 N-acetillrnnSferasa * 
CYP2B UDP-g1ucoronosilotransferasa * 
CYP2CI9* Sulfotransferasa 
CYP2D6* 
CYP2El* 
CYP3A* 
NADPH-<¡Wnona 
Oxidoreductasa* 

* Enzimas que se conoce que exhiben polimorfismo genético en el humano 

Tomado de Poulsen y Loft, 1994. 

El sistema enzimático del citocromo P4S0 (o más apropiadamente, hemotiolato P4S0) es el 

grupo más importante en las reacciones de fase 1 y representa una superfamilia de enzimas que 

catalizan el metabolismo de muchos compuestos endógenos y exógenos (Steven y Keams, 1997). En 

mamíferos, la mayoría de los xenobióticos son metabolizados vía metabolismo hepático fase 1 por 

medio de monooxigenasas CYP. Más de 30 formas diferentes de estas proteínas de hemotiolato han 

sido caracterizadas en humanos (Linder y col. , 1997; Benny y Adithan, 2001). 

En 1987, con el fin de unificar criterios relacionados a la superfamilia P450, un grupo de 

investigadores estableció una nomenclatura, la cual agrupa a los citocromos P450 dentro de 

"familias" y "subfamilias", definidas solamente en base a la similitud de su secuencia de 

aminoácidos. En pocas excepciones, una secuencia proteínica P450 de una familia presenta arriba del 

40% de similitud con otra familia de P450. Las secuencias proteicas P450 en una subfamilia siempre 

comparten más del 55% de su similitud (Shen, 1997; Benny y Adithan, 2001; Galli Y Feijoo, 2002). 

En este sistema de nomenclatura, como ya se mencionó antes, el prefijo CYP es utilizado para 

designar al sistema del cito cromo P450 (Riesenman, 1995; Benny y Adithan, 2001) y se designa con 

un número arábigo, comenzando con el 1 para las familias del gen. Por ejemplo, las enzimas 

hepáticas primarias metabolizadoras de farmacos, están comúnmente agrupadas en cuatro familias 

designadas del 1 al4 (ver tabla 5). Los P450 extrahepáticos involucrados en la síntesis de esteroides 

pertenecen a las familias 18, 19 Y 21 (ver tabla 5). Las subfamilias se representan con letras 

mayúsculas secuenciales y los genes individuales dentro de la subfamilia son denotados por números 

arábigos secuenciales después de la letra (Gonzáles, 1989; Benny y Adithan, 2001; Galli y Feijoo, 
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2002). Por ejemplo, CYP2D6 es la isoforma 6 de la subfamilia D incluida en la familia 2 CYP 

(Benny y Adithan, 2001). 

Existen 8 subfamilias en la familia P450 del gen 2, designadas desde la letra A hasta la H; la 

siguiente subfamilia a descubrir deberá denotarse con la letra l . Los genes individuales se numeran 

dependiendo de la secuencia de datos publicados (Gonzáles, 1989). 

Cada isoenzima P450 es el resultado de un gen separado. Se han identificado más de 200 

genes de citocromo P450 (Nebert y col. , 1991 ; Nelson y col., 1993), pero su contribución al 

metabolismo de fármacos ha sido dificil de entender debido a la baja especificidad por el sustrato. En 

el hígado humano se han identificado un mínimo de 12 enzimas P450 distintas que participan en la 

activación del oxígeno molecular para su incorporación dentro de una amplia formación de sustratos 

lipofilicos (Murray, 1992). 

En el pasado, los alelos del CYP2D6 habían sido nombrados arbitrariamente utilizando una 

sola letra después del nombre del gene, pero al incrementarse el número de alelo s descubiertos, este 

sistema se volvió inadecuado. La recomendación actual es que el gen y el alelo sean separados por 

un asterisco. Los alelo s específicos son nombrados por un número arábigo (el cual denota su grupo 

alélico) y se distinguen por letras latinas capitalizadas (denotándose el subgrupo del alelo) . Por 

ejemplo, la CYP2D6*4A y la CfP2D6*4B son la misma mutación pero difieren por una substitución 

silenciosa de una sola base (Benny y Adithan, 2001). 

Las copias extras de un alelo (duplicación o amplificación) pueden existir en tándem; por 

ejemplo, el alelo CfP2D6L2 contiene dos copias de CfP2D6L. Aquí, el arreglo entero de los alelo s 

debe ser referido como CYP2D6*2X2. Cuando la duplicación no es del mismo subgrupo, estos son 

separados por comas (por ejemplo, CYP2D6* 10B, 10C). Una forma no italizada de los alelos, 

omitiendo asteriscos y remplazándolos por un espacio sencillo, es utilizada para nombrar la proteína, 

por ejemplo, CfP2D6 1. Pero ambos alelo s italizados y separados por una diagonal, se utilizan para 

la designación de genotipos (CYP2D6* I/CYP2D6*4A) . Las descripciones de los alelos, así como su 

nomenclatura y referencias relevantes, son continuamente actualizadas en la página Web 

http://www.imm.kise/CYPallelesl(Benny y Adithan, 2001). 
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Existen cuatro enzImas P4S0 particularmente importantes para la psicofarrnacología: 

CYP1A2, CYP2CI9, CYP2D6, y CYP3A4, En la figura 5, se presenta un esquema de los cuatro 

citocromos con algunas de sus características más importantes (Brosen, 1996), 

Se ha encontrado una variabilidad interindividual en la expresión hepática de enzimas P450 

(Forrester y col., 1992; Shimada y col., 1994) y para un individuo, la velocidad de depuración 

metabólica de un compuesto está en función del fenotipo , De las enzimas involucradas el CYP2C19 

y el C.YP2D6 se expresan polimórficamente, A la fecha la expresión polimórfica de CYP1A2 no ha 

sido establecida claramente (Wrighton y Stevens, 1992), En la tabla 6, se muestran algunas 

variaciones determinadas genéticamente que afectan la farrnacocinética de algunos fármacos 

(Cervantes y col" 2001), 

Por otra parte, algunos polimorfismos del gen CYP2D6 han sido asociados a la 

susceptibilidad de varias enfermedades, como: cierto tipo de cánceres, lupus eritematoso sistémico, 

adenomas de la pituitaria, neuropatías Balkon, espondilitis anqui losante y síntomas tempranos de la 

enfermedad de Parkinson (Benny y Adithan, 2001), 

T bl 5 CI 'fi a a aSI IcaclOn gener ald I ti T d l e as amI las e os cltocromos P450 

ClamlCación Función Familias 
Esteroidogénicas Son las encarg¡¡das de sintetizar esteroides para mantener la A este grupo le 

integridad de la membrana de los organismos unicelulares para pertenecen las 
que actúen como mediadores hormonales del desarrollo de familias 5, 7, 11, 
organismos diferenciados, Poseen substrato rigido y 17, 19,21,27, 
especificidad de producto, Están situadas en las mitocondrias, 

Xenobióticas Estas metabolizan sustancias biológicas exógenas (de allí el A este grupo le 
prefijo xeno) permitiendo su eliminación, Se localizan en el pertenecen las 
retlculo endoplasmático liso, familias 1,2,3, 4, 

" Tomado de Galli Y FelJoo, 2002, 

Las determinaciones de estos polimorfismos pueden ser de cierto valor clínico en la 

predicción de los incrementos de riesgo a desarrollar alguna enfermedad que se asocie con la 

exposición de agentes neurotóxicos ambientales y a la profesión del individuo (Benny y Adithan, 

2001), 
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Figura S. Los cuatro citocromos P450s más importantes para la oxidación de fánnacos: citocromo P450 A2 (CYPlA2) (A), CYP2CI9 (B), CYP2D6 (C) y 
CYP3A4 (D); (Brosen, 1996). 
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2.2.3 Gen del citocromo P450 2D6 (CYP2D6) 

El gen CYP2D6 reside en la región CYP2D6-8 del cromosoma 22 en la región 13.1 del brazo 

largo (22q 13.1) en asociación con los pseudogenes CYF2D7P y CYF2D8P, en el orden de 5' Y 3' en 

el cromosoma 22 locus q13.1-13 .2 (ver figura 6) (Kimura y col., 1989; Benny y Adithan, 2001). 

2h>12_--

Este gen codifica para una de las enzimas metabolizadoras de fármacos del 

citocromo P450, la enzima 4-hidroxilasa de desbrisoquina o CYF2D6, (figura 7) 

que está involucrada en el metabolismo oxidativo de más del 25% de los 

fármacos que actualmente se utilizan en la practica clínica y de neurotoxinas 

incluyendo el :MPTP, as! como de compuestos endógenos incluyendo la 

dopamina (Payami y col., 2001), ver tabla 7. 

Este gen es muy polimórfico, y ha sido uno de los defectos genéticos más 

extensamente estudiados. Se ha considerado que este polirnorfismo es uno de los 

factores criticos que causan susceptibilidad individual a diferentes fármacos y 

neurotoxinas exógenas en su respuesta metabólica (Benny y Adithan, 2001). 

Figura 6. Localización del gen CYP2D6, locus 22q13 .1. 
http://www.ncbi .nilm.gov/entrezlviewer.fgci 

El polimorfismo o deficiencia alélica que presenta este gen se debe a la presencia de 

rnutaciones puntuales, deleciones o inserciones de nucleótidos y duplicación o deleción del gen 

completo (Gaedigk, 1999; Benny y Adithan, 2001). 

Sólo el alelo silvestre de este gen, CYP2D6*IA codifica para la enzima funcional (Kimura y 

col., 1989; Schur y col., 2001; Benny y Adithan, 2001). Sin embargo se han descrito muchas 

variaciones genéticas en el sistema CYF2D6; siendo dos variantes alélicas no funcionales del gen 

CYP2D6 (CYP2D6*3 y CYP2D6*4), las que han sido consideradas como los principales factores 

críticos que causan susceptibilidad individual a ciertos fármacos, neurotoxinas y a algunas 
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enfermedades, como la EP, esto en base a la actividad metabólica de la CYP2D6 (Benny y Adithan, 

2001). 

Tabla 6 . Principales polimorfismos farmacogenéticos en las enzimas metabo lizadoras de 
. d fármacos y su frecuencia en iferentes jl;fUPOS étnicos 

Gen Enzima 

Citocromo 
P450206 

CYP2D6 
Hidroxilasa de 
desbrisoquina 

CYP2C9 
Citocrmomo 

P4502C9 

Citocromo 
CYP2C19 

P450 2CI9 

N-acetil 
NA T2 transferasa 2 

Tiópurióallletil TPMT 
transferasa 

Glucosa.{i-fosfato 
G6PD 

deshidrogenasa 

Frecuencia en Ejemplos de Riesgo de 
Fenotipo diferentes fármacos 

I(ntpos étnicos metabolizados 
enfermedades 

Caucásicos 6%, 2 - 2.5% riesgo de 
PM negros americanos Parlcinson en población 

2%, orientales 1 % Desbrisoquina, caucásica 

Etíopes 20%, 
codeína, Mayor incidencia de 

españoles 7%, 
nortriptilina, cáncer de vejiga, 

EM 
escandinavos 

dextrometorfán hígado, faringe y 

1.5% 
estómago. Cáncer de 
J)ll!món en fumadores 

Tolbutamida, 

PM No determinada 
diacepam, 

Gran variedad 
ibuprofeno, 
warfaríoa 

Efectos colaterales por 

Mefeitoina, mefeitoina en SNC, 
Orientales 18-

omeprazol, 
rash cutáneo, fiebre, 

PM 23% proguanilo, adenopatías 
caucásicos 4% 

citalopram generalizadas y 
diseracias sanguineas 

fatales 
Caucásicos 40-

600/0, 
afroamericanos 

Neuropatlas periféricas, 
60%, orientales 

10-200/0, lsoniazida, lupus eritematosos y 
PM 

esquimales 50/0, procainamida, 
riesgo de cáncer de 

algunas sulfonamidas, 
vejiga y de mama en 

poblaciones hídralazinas 
fumadores 

mediterráneas 
90% 

EM 
Caucásicos 25%, Mayor riesgo de cáncer 
japoneses 70% de híg¡tdo Y colorrectal 

Bajo en todas las 
6-mercaptopurina, 

PM 6-tioguanina, No determinadas poblaciones 
azatioorina 

Mediterráneos 
Ácido nalidixico, Anemia hemolítica Deficiencia 25%, noreuropéos 

0% nitrofurantoina, (favismo) 
sulfas, 

Actividad fenilhidrazina, Susceptibilidad a 

aumentada No determinada primaquina infección por 
Plasmodium sp 

PM metabotizadores lentos o pobres, EM - metabohzadores rápIdos o extensos 
Tomado de Cervantes y col., 200 1. 
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Tabla 7. Substratos metabolizados por la CYP2D6 

Antibipertensivos y Jl-bloqueadores 
Alprenolol Bufuralol Bunitrolol Bupranolol 
Carteolol Clonidina Debrisoquina Guanoxan 
lndornmina Losartan Metoprolol Nimodipina 
Nitrendioina Oxvprenolol Propranolol Tímolol 
Antiarrítmicos 
Amiodarona Aprindina Encainida F1ecainida 
Mexiletina Procainamida N-propilajrnalina Propafenona 
Sparteina 
Antidepresivos 
Amiflavina Amitri¡X:ilina Brofaromina Citalopram 
Clomipramina Desmetilcitalopram Desipramina Fluvoxamina 
Fluoxetina lmipramina Maprotilina Minaprina 
Moclobemida Nefazodona Nortriptylina Paroxetina 
Tomoxetina Tranilcioromina Trimi Venlafaxina 
Neurolépticos 
Clozapina Haloperidol Levomepromazilla Olanzapina 
Perfenazina Pimozida Risperidona Sertindola 
Tioridazina Zuclopentixol 
Opiácios 
Codeína Dihidrocodeina Dextrometorfan Etilmorfine 
Hidrocodona Norcodeina Oxvcodona Tramadol 
Agentes quimioterapéuticos 
Clotrimazol Doxorubicina Ketoconazol Mefloquina 
Pirimetamina Rifampicina Ritonavir Roxitromicina 
Sulfasalazina 
Antibistamínicos 
Azelastina Cinnarizina Loratadina Prometazina 
Miceláneos 
Apigenina Budesonida Chloral bydrate Ciclobenzaprina 
Dexfenflurarni¡la Dibucaina Dihidroergotantina Dolansetron 
Etiniloestradiol Fenoterol Formoterol 4-Hidroxiarnfetamina 
Laudampsorna MDMA (extasis) Metoxamina HCl Metoxiarnfetamina 
Metoxifenamina Metoxipsoralen Metoclopramida MPTP 
Nicergotina Ondansetron Perhexilina Fenformin 
Fenilpropanolamina Quercitina Serotouina Tacrina 
Tamoxifen Tolterodina Tropisetron 

Tomado de Benny y Adithan, 2001. 

La mutación mas común es la CYP2D6*4 (polimorfismo B) teniendo una frecuencia alélica 

del 21.5 al 28.6% en población caucásica e involucra una sustitución de una base de G en el 

nucleótido 1934 por una A en la unión del intrón 3 / exón 4 . La segunda mutación común es la 

CYP2D6*3 (polimorfismo A) que tiene una frecuencia alélica del 2.7% en población caucásica e 

involucra una deleción de la A en el nuceótido 2637 del exón 5 (Schur y col., 2001). Los individuos 

con alguno de los dos alelos deficientes, son clasificados como presentadores del genotipo 

28 



GENERALIDADES 

homocigoto mutado (3/'3 o '4/' 4) y del fenotipo metabolizador pobre (McCann y col. , 1997). Todas 

las otras mutaciones identificadas son raras y constituyen menos del 1% de todas las variaciones 

alélicas del CYP2D6 en población caucásica (Schur y col., 2001). 

Figura 7. Proporción de fánnacos metabolizados por las 
principales enzimas del citocromo P450 

16% 

g CYP3A Q CYP2D6 o CYP2C o CYP2E1 o CYP1A2 

Goodman & Gi1man, 19%; Young, 1999. 

Como ya se mencionó antes, este defecto de hidroxilación (mediado por la mutación en el 

alelo "n") es heredado como un rasgo autosómico recesivo. Los metabolizadores extensos pueden ser 

homocigotos para el alelo E (EE) u heterocigoto (En). Los metabolizadores pobres son homocigotos 

por la mutación en el alelo n (nn). Sin embargo, la determinación del heterocigoto es dificil sin el 

estudio completo familiar (árbol genealógico) (Barbeau y col. , 1985). 

Mientras que algunos individuos son metabolizadores extensos de desbrisoquina, una baja 

proporción son metabolizadores pobres y podrían sufrir más efectos secundarios de los farmacos. La 

proporción de metabolizadores pobres en la población mundial es variable (tabla 8); por ejemplo, 

1 % en egipcios (Mahgounb y col. , 1979), del 7 - 10% en caucásicos (Tucker y col., 1977), y del 

30% en orientales (Kalow y col., 1980). 

Así, determinando el genotipo / fenotipo de hídroxilación de la 4-Hidroxilasa de 

desbrisoquina CYP2D6 se puede estudiar la hipótesis generada en el año de 1985 por Barbeau y 

colaboradores respecto a la etiología de la enfermedad de Parkinson. Sugiriendo, que los 
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metabolizadores pobres podían tener un incremento de susceptibilidad a la enfermedad del Parkinson 

debido al daño en la destoxificación lenta de neurotoxinas metabolizadas por la CYPZD6 (Barbeau, 

1985). 10 que se traduce, en una metabolización y eliminación lenta de fármacos, toxinas 

ambientales, y compuestos endógenos llevando a tiempos de latencia y retención más prolongados 

(Chan, 1998). 

Tabla 8. Frecuencias de metabolizadores pobres y ultrametabolizadores en diferentes 
poblaciones sanas genotipadas 

Grupo étnico 
Estadounidenses blancos 
Estadounidenses negros 
Alemanes 
Alemanes del sur 
Españoles del norte 
Españoles del sur 
Suecos 
Españoles 
Franceses 
Turcos 
Coreanos 
Chinos 
Nicaragüenses 
ÁIabia Saudita 
Etiopianos 

Total de sujetos PM(%) UEM(%) 

464 5.8 2.2 
246 3.3 2.4 
589 7.0 2.0 
195 7.7 1.5 
147 5.4 5.1 
217 2.8 3.5 
270 8.0 1.0 
258 5.0 1.0 
265 8.4 1.9 
404 1.5 5.8 
152 0.0 0.3 
113 0.0 1.3 
137 3.6 1.1 
101 2.0 21 
122 1.8 29 

PM ~ metabolizadores lentos o pobres; 
UEM = ultra metabolizadores o metabolizadores ultraextensos (duplicación del gen) 

Tomado de Benny y Adithan, 200 1. 
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2.2.4 Fenotipificación y genotipificación 

del citocromo P450 2D6 (CYP2D6) 

GENERALIDADES 

La variabilidad en el gen CYP2D6, puede ser evaluada a nivel de fenotipo, investigando la 

actividad enzimática de la 4-Hidroxilasa de desbrisoquina; o a nivel de genotipo, por medio de la 

determinación de la presencia de algún alelo mutado (Linder y col. , 1997; McKinnon y Evans, 2000; 

Bennyy Adithan, 2001). El objetivo en común de estas técnicas, es el de distinguir entre los tres tipos 

de metabolizadores probables: PM, EM, o UEM (Linder y col., 1997). 

o Fenotipificación 

La fenotipificación reqUiere la administración de un fármaco de prueba (testigo), cuyo 

metabolismo debe ser solamente dependiente de la enzima CYP2D6. Este método involucra la 

colección de la orina por un periodo de tiempo después de la administración del fármaco testigo, 

seguido de la determinación de la proporción metabólica (MR por sus siglas en inglés metabolic 

ratio), definida como la proporción de la dosis del fármaco o fármaco inalterado sobre la cantidad 

metabolizada en suero u orina. Se han utilizado diferentes fármacos testigo para la fenotipificación 

del CYP2D6. Anteriormente, estos estudios se realizaban utilizando desbrisoquina y esparteína; 

actualmente, se han utilizado con mayor frecuencia el dextrometorfán, el metoprolol y la codeína. En 

la tabla 9, se enlistan las enzimas CYP polimórficas y los fármacos testigo que pueden utilizarse 

para la medición in vivo de su actividad (fenotipificación). Partiendo de que el fenotipo del 

individuo, es relativo a un sustrato de referencia, la predicción del fenotipo metabolizador para otro 

sustrato dependerá de la enzima que lo metabolice (Linder y col., 1997; McKinnon y Evans, 2000; 

Benny y Adithan, 2001). 

Este método proporciona indicaciones respecto a la actividad enzimática, pero no identifica si 

la variabilidad es debida a causas genéticas o a otros factores (McKinnon y Evans, 2000). La 

proporción metabólica está en función factores tales como: el aclaramiento renal de fármacos, así 

como de la actividad enzimática. Existen factores de riesgo que pueden modificar estas variables, lo 

que puede dar lugar a las diferencias en las frecuencias encontradas del MR en diferentes grupos 

étnicos (Benny y Adithan., 200 1). 
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De los rarmacos testigo utilizados para el análisis de la eYP2D6, solo el dextrometorran se 

encuentra disponible como medicamento OTe (de libre venta) en la mayoría de los países, y es 

considerado seguro en niños y mujeres embarazadas. Sin embargo, en el metabolismo de este 

fármaco, también se ve involucrada simultáneamente con la eYP2D6 otra enzima, la eYP3A4; por 

lo que los resultados deben ser interpretados con mucho cuidado (Benny y Adithan, 2001). 

Tabla 9. Enzimas eyp polimórficas y fármacos testigo utilizados para la medición in vivo de 
su actividad (fenotipificación) 

CVP Fármacos testigo y metabolito Criterio de asignación del fenotipo 

CYP2D6 
feDerado por la CYP2D6 

DesbriSQquina 4-hidroxidebriSQquina; 
Dextromelorfán dextrorfán; 
Esparteína 2- y S-dehidroesparteina 

PM = MR ~ 12.6, UEM-MR $ O.S 
PM = MR ~ O . 3 

PM = MR ~2 0 

CYP2Cl9 Meremloina loglO[S-mefeniloína (dosis)]/4' -OH- PM = log índice de hidroxilación ~ 1. O 
meremloína (orina); 
Mefemloína s-mefemloína urinaria / R - mefemloína PM = proporción SIR ~ 1.0 
urinaria; 
Omeprazol lOglO omeprazol / S'hidroxiomeprazol Índice de hidroxilación ~ 1.0 
(plasma) 

CYP2El Clorozoxazona Clorozoxazona (dosis) / 6-OH- PM = indefimdo 
clorozoxazona (8 hr orina) 

CYP3A4 Eritromicína 14Ca, recobro en aliento segttido por PM = índefinido 
administración J.V. de 14C-N-metileritromicina; 
Dapsona hidroxilamína dapsona / dapsona + PM = índefinido 
hidroxilamina dapsona 

PM: metaboJizadores lenlos o pobres; UEM: Metabolizador ultraextenso; MR: Proporción metabólica 
Tomado de Línder y col., 1997. 

En estudios farmacocinéticos, la fenotipificación ha tenido ventajas sobre la genotipificación 

en revelar interacciónes fármaco-fármaco o defectos en el proceso global del metabolismo de 

fármacos (Linder y col. , 1997; Benny y Adithan, 2001); pero por otro lado, la fenotipificación 

también ha tenido varios inconvenientes debido a que es laboriosa y los protocolos de investigación 

resultan muy complicados. Se corre el riesgo de que se presenten reacciones adversas al fármaco 

testigo; surgen problemas en la asignación incorrecta del fenotipo, debido a la co-administración de 

otros fármacos, y a la confusión de los efectos del fármaco en cierta enfermedad o enfermedades 

concomitantes (Borde! y col., 1996; Linder y col., 1997; McKinnon y Evans, 2000; Benny y 

Adithan, 2001). Estos problemas, pueden deberse a la dieta de la persona, y/o a que los individuos o 

pacientes en estudio, estén recibiendo algún fármaco o fármacos concomitantemente y que sean 

metabolizados por la eYP2D6 y/o que sean inhibidores de esta enzima (ver tabla 10). En 
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consecuencia, la formación del metabolito del fármaco testigo puede ser reducido a pesar de la 

actividad enzimática normal, y la proporción metabólica en orina indicaría un metabolizador lento. 

Tal transformación aparente de un fenotipo EM a un fenotipo PM se denomina fenocopia (Benny y 

Adithan,2001). 

Tabla 10. Inhibidores de la CYP2D6 

Ajmalicina 
Aprindina 
Clorpromazina 
Clomipramina 
F1ecainida 
Halofantrina 
Meclobemida 
Perazina 
Quinidina 
Risperidona 
Tioridazina 

o Genotipificación 

Ajmalina 
Budipina 
Cimetidina 
Clozepina 
Fluoxamina 
Haloperidol 
Olanzapina 
Perfenazina 
Quinina 
Sertralina 
Ticlopidina 

Amitriptilina 
Bufuralol 
Cistiotixene 
Desmetilimipramina 
Fluoxetina 
Levomepromazina 
Oxprenolol 
Propofenona 
Ranitidina 
Terbinafina 
Venlafaxina 

Amesergida 
Cloroquina 
Citalopram 
Difenidramina 
F1ufenazina 
Metadona 
Paroxetina 
Propranolol 
Reboxetina 
Terfenadina 
Yohimbina 

Tomado de Benny y Adithan, 2001. 

La genotipificación del gen CYP2D6 involucra la identificación de mutaciones genéticas 

definidas que dan lugar al fenotipo metabolizador, de fármacos y neurotoxinas específicas, al cual 

pertenece un individuo. Estas mutaciones incluyen alteraciones genéticas que propician una sobre 

expresión (duplicaciones del gen), una ausencia de un producto proteínico activo (nulidad del alelo), 

o producción de una proteína mutada con actividad catalítica diminuida (inactivación del alelo) 

(Benny y Adithan, 2001). La genotipificación provee información sobre los alelos del citocromo 

P450 que se encuentran presentes, pero requiere de una interpretación exacta y un entendimiento de 

la relación entre tener algún genotipo y presentar el fenotipo resultante (McKinnon y Evans, 2000). 

Para la genotipificación se suele trabajar con el DNA aislado de linfocitos periféricos y 

comúnmente, se utilizan dos métodos: el método de la PCR-RFLP (fragmentos de restricción de 

longitud variable) y el de la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) para un alelo específico 

(Benny y Adithan, 2001). Generalmente, los laboratorios de diagnóstico y de investigación suelen 

realizar estas técnicas de manera relativamente facil y económica (McKinnon y Evans, 2000). 
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La técnica de PCR, demostró ser un método útil en la detección de mutaciones genéticas 

asociadas con alteraciones metabólicas de fármacos y neurotoxinas, y/o susceptibilidad a cáncer. En 

ésta, la región específica del gen de interés es amplificada por PCR seguido por la digestión del 

producto de DNA amplificado con endonucleasas de restricción. El tamaño de los productos de 

digestión es evaluado fácilmente por electroforesis en geles de agarosa, tinción con bromuro de 

etidio y visualización con transiluminación UV (Linder y col., 1997; McKinnon y Evans, 2000; 

Benny y Adithan, 2001). 

En la amplificación de alelos específicos por PCR, se utilizan oligonucleótidos específicos 

para la hibridación con los alelos comunes y/o mutados en reacciones de amplificación paralela. Sólo 

el oligonucleótido hibridiza precisamente a la secuencia blanco produciendo el producto de 

amplificación. El análisis para la presencia u ausencia del producto de amplificación apropiado se 

logra también por electroforesis en gel de agarosa (Benny y Adithan, 2001). 

Las endonucleasas de restricción tienen la capacidad de hacer cortes en las secuenCIas 

nucleotídicas de DNA con un alto grado de especificidad. Así, pueden detectarse mutaciones 

puntuales con endonucleasas de restricción con secuencias de reconocimiento específicas, ya que el 

DNA de interés sirve como sustrato para tal endonucleasa. Este estudio es rutinario en la 

comparación del tamaño de los productos generados por digestión de los substratos de DNA 

amplificados por PCR, a partir de el DNA genómico de sujetos control vs. los DNAs genómicos de 

sujetos en estudio (casos). Las diferencias en el tamaño de los fragmentos nucleotídicos generados de 

la digestión con endonucleasas de restricción, son referidas comúnmente como fragmentos de 

restricción de longitud variable (RFLP) (Linder y col., 1997). 

El mejor ejemplo de esta técnica en la genotipificación del gen CYP2D6, es la identificación 

de los polimorfismos CYP2D6* A y CYP2D6*B, las cuales se analizaron en este trabajo y se 

describirán más adelante. 

Este método de genotipificación requiere pequeñas cantidades de sangre o tejido (Bowie y 

col., 1994), no se afecta por enfermedades subyacentes o por ingesta de fármacos por parte del 

paciente, y provee resultados dentro de las 48 a 72 horas posteriores a la toma de muestra, 
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permitiendo una terapia adecuada (Benny y Adithan, 2000). Sin embargo, los métodos basados en 

PCR se limitan en la necesidad de detectar el número de variaciones alélicas del citocromo P450 que 

va incrementándose día a día (McKinnon y Evans, 2000), siendo más de 30 alelos diferentes del 

CYP2D6 y 55 variaciones de estos los que han sido identificados hasta ahora (Benny y Adithan, 

2001). Una lista de alelos del CYP2D6 se muestran en la página Web: 

http://www.imm.ki .se/CYFalleles/. Sinembargo. estoparecedependerdelgrupoétnico.la 

genotipificación de solo 5-6 alelos no funcionales, han predicho el fenotipo C fP2D6 con 

aproximadamente el 95-99% de certeza. Por ejemplo, la variación alélica CYP2D6 más común en 

población de Caucásicos, Chinos/Japoneses y Africanos negros/Afro-americanos, es la CYP2D6*4, 

*10 y *17, respectivamente (Benny y Adithan, 2001). 

Existen otros métodos, para innovaciones futuras de la determinación del genotipo basadas en 

la tecnologla conocida como microarreglos. Un ejemplos de tal tecnología, son los chips del gen 

CYP2D6, recientemente introducidos por Affyrnetrix en los Estados Unidos. Estos chips copian 

sintéticamente rasgos de identificación de los alelos P450 inmobilizados dentro de un soporte sólido 

utilizando tecnología de fotolitografia, ofreciendo la potencia y la precisión para genotipar grandes 

poblaciones con respecto a todos los genes P450 clínicamente relevantes (McKinnon y Evans, 2000). 
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del CYP2D6 con la etiologfa de la EP 

GENERALIDADES 

Como ya se mencionó, Barbeau y colaboradores en el año de 1985 fueron los primeros en 

sugerir que los MP tienen mayor susceptibilidad a desarrollar EP como resultado de la 

destoxificación lenta de neurotoxinas por la deficiencia del citocromo 4-hidroxilasa de 

desbrisoquina; esta hipótesis fue apoyada por estudios farrnacocinéticos. Sin embargo, 

investigaciones posteriores por análisis genotipico del CYP2D6 (análisis molecular de DNA) han 

sido contradictorias. 

Arrnstrong y colaboradores en el año de 1992 evaluaron 15 genotipos de CYP2D6 en 53 

pacientes con EP y 72 controles sanos de origen caucásico, por medio de PCR y PCR-RFLP, 

encontrando que el alelo CYP2D6*B (CYP2D6*4) es dos veces más frecuente en pacientes que en 

controles, con un riesgo relativo aproximado del 2.7 (lC95% 1.14-6.41 ; P = 0.0063) para los sujetos 

con fenotipo homocigoto y heterocigoto para este alelo. En ese mismo año, Smith y colaboradores 

reportaron que individuos con un defecto metabólico en el gen del citocromo P450 CYP2D6-

desbrisoquina hidroxilasa con fenotipo metabolizador pobre, presentaban un incremento de riesgo de 

2.54 (IC95% 1.51-4.28) de presentar la enfermedad de ParJcinson (estudiando el alelo CYP2D6*4 en 

229 pacientes y 720 controles de raza caucásica). 

En el año de 1994 Planté-Bordeneuve y colaboradores, no encontraron diferencias 

estadísticamente significativas, al estudiar los alelos CYP2D6* A y *B (*3 Y *4) en 48 pacientes con 

EP familiar de 22 familias Británicas e Irlandesas, y 88 controles (familiares de los pacientes que no 

presentaban la EP). En 1996, Bordet y colaboradores, confirmaron estudios similares al de Planté

Bordeneuve, los cuales concluían que el locus CYP2D6 no era el mejor para determinar la 

susceptibiliadad genética en la EP idiopática (EPI), debido a las frecuencias nulas y muy bajas de los 

alelos CYP2D6*3 y *4 encontradas en sus poblaciones de estudio. Aunque Bordet y sus 

colaboradores precisan, que estos resultados pueden deberse a errores en su metodología; ya que por 

ejemplo, ellos estudiaron los alelos *3 y *4 en 105 pacientes con EPI y 105 controles de origen 
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francés; solo que sus controles fueron seleccionados en un hospital de Francia que presentaban 

bronquitis crónica. En la tabla 11 se resumen los principales estudios al respecto. 

Tabla 11. Estudios que han investigado la asociación del gen CYP2D6 con la etiología 
d I EP d'fi bl . e a en 1 erentes po aClOnes 

Población 
Alelos Asociación Casos Controles RM (lC9S%) 

estudiados No I Sí N N 
CYP2D6*A 

Caucásicos CYP2D6*B Si (*B) 53 . 72 2.7 (1.14-6.41) 
(Armstrong y col. , 1992) CYP2D6*D 

CYP2D6*E 
Caucásicos CYP2D6*B Sí (*B) 229 720 2.54 (1.51-4.28) 

(Smilh y col., 1992) 
Británicos e Irlandeses 

CYP2D6*A 
(planlé-Bordeneuve y col., No 48 88 NS 

1994) 
CYP2D6*B 

Franceses CYP2D6*A 
No 105 105 NS 

(Borde! y col., 1996) CYP2D6*B 
Nemanes 

CYP2D6*B No 115 73 NS 
(Gaser y col., 1996) 

Caucásicos de EEUU 
CYP2D6*B No 108 236 NS 

(Sandv V col., 1996) 
Caucásicos australianos 

CYP2D6*B Sí (*B) 112 206 1.7 (0.94-2.45) 
(MeCano y col., 1997) 
Bélgica, Luxemburgo CYP2D6*A 

No 80 108 NS 
(Diederich v col., 1997) CYP2D6*B 
NewYorck city, EEUU CYP2D6*A Sí (*B) 121 138 2.52 

(Wilhelrnsen y col., 1997) CYP2D6*B 
Chinos de Hong Kong CYP2D6*A 

No 215 313 NS 
(Chan V col., 1998) CYP2D6*B 

Residentes del Pacifico Norte 
deEEUU CYP2D6*B No 576 247 NS 

¡ y col., 2(01) 
CYP2D6*A 

Navarra, España CYP2D6*B 
No 46 54 NS 

(Guerrero y col., 2002) CYP2D6*T 
CYP2D6*G 

CYP2D6*A - *3; CYP2D6*B - *4; CYP2D6*G - *8; CYP2D6*T ='6 
RS = Razón de Momios; IC = Intervalos de Confianza; NS = No significativo. 
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OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

Determinar la frecuencia del genotipo metabolizador lento del tipo CYP2D6 y su posible efecto 

como factor de susceptibilidad en la etiología de la enfermedad de Parkinson en población mestiza 

meXIcana. 

3.2 Objetivos Particulares 

<) Establecer la frecuencia genotípica y alélica de los alelos no funcionales CYP2D6*3 y 

CYP2D6*4 relacionados con el fenotipo metabolizador lento, y del alelo funcional CYP2D6*¡ 

(tipo silvestre), en 50 pacientes con enfermedad de Parkinson pertenecientes a la población 

mestiza mexicana. 

• Establecer la frecuencia genotípica y alélica de los alelos no funcionales CYP2D6*3 y 

CYP2D6*4, relacionados con el fenotipo metabolizador lento, y del alelo funcional CY?2D6*¡ 

(tipo silvestre), en 50 personas mestizo mexicanas mayores de 50 años que no tengan indicios de 

presentar alguna enfermedad neurodegenerativa. 

• Comparar las frecuencias genotípicas y alélicas encontradas en los pacientes con EP y en los 

voluntarios mayores de 50 años (grupo control), para determinar la posible asociación de los 

a1elos no funcionales del CYP2D6 con la etiología de la EP. 
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JUSTIFICACIÓN 

4. Justificación 

Hasta la fecha en México no se ha reportado ningún estudio acerca de los polimorfismos del 

gen CYP2D6 en su población mestiza mexicana, por lo que la identificación de los alelos mutantes 

en pacientes con enfermedad de Parkinson permitirá analizar uno de los factores de riesgo 

relacionados con la etiología de la enfermedad de Parkinson. 

Este estudio pretende determinar la frecuencia del alelo funcional tipo silvestre CYP2D6* 1 y 

de los alelos no funcionales CYP2D6*3 y CYP2D6*4 en población mestiza mexicana, con Parkinson 

y mayor de 50 años, para determinar la posible asociación de los alelo s no funcionales del gen 

CYP2D6 con la etiología de la EP. 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL 

5.1 Población estudiada 

Se incluyeron 61 pacientes con enfermedad de Parkinson (diagnosticados en la Clínica de 

Discinesias en el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel Velasco Suárez de la 

Ciudad de México). Los resultados obtenidos de los pacientes se estudiaron y compararon en forma 

paralela con los resultados de 131 voluntarios mayores de 49 años aparentemente sanos y sin rasgos 

de presentar ninguna enfermedad neurodegenerativa (grupo control). Todos los pacientes en este 

estudio firmaron hoja de consentimiento informado (cuadro 1). 

5.2 Criterios de inclusión y exclusión de la población estudiada 

5.2.1 Criterios de inclusión y exclusión para el grupo de pacientes 

Se incluyeron pacientes mexicanos (al menos dos generaciones), diagnosticados con la 

enfermedad de Parkinson en la clínica de Discinesias en el Instituto Nacional de Neurología y 

Neurocirugía Manuel Velasco Suárez (INNN). Cabe mencionar, que solo se incluyeron a los 

pacientes que firmaron la hoja de consentimiento en donde se les informó el objetivo y la 

importancia de este estudio. 

Se excluyeron todos los pacientes que no presenten la enfermedad de Parkinson y que no 

provenían de familias mexicanas, en otras palabras, que no tuvieran padres y abuelos mexicanos; al 

igual que todos los pacientes que no quisieron participar en este estudio y que no firmaron la carta de 

consentimiento. 

5.2.2 Criterios de inclusión y exclusión para el grupo control 

Se incluyeron personas mexicanas (al menos dos generaciones) y mayores de 49 años sin 

ningún indicio de presentar alguna enfermedad neurodegenerativa, y que aceptaron participar en este 

estudio. Todos ellos firmaron la hoja de consentimiento en donde se les informó el objetivo y la 

importancia del estudio. 
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Cuadro l. Carta de consentimiento informado 

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA y NEUROCIRUGIA 

MANUELVELASCOSUAREZ 
fNSUAOENlH SUR No. JI17 

C.P. 14211 "XICO, D.F. 
TEl_ 

esruDID FARMACOGEN6MICD EN POBLACIÓN MEXICANA NORMAl. Y EN PACIENTES NEUROPSIQUIATRlCOS 

1.- Me han informado que en el Departamento de Neurogenética y Laboratorio de Neuropsicotarmacologia del Instituto 
Nac:k>nal de Neurolog la '1 Neuroeirugia (INNN) estín real izando Junto con el Departamento de Slstemn BIoIógkoa de la 
Universidad Alltónoma Metropolitana un estudio para ln...-tigar corno se transforman algunos medicamentos en el 
Ofgan~ '1 que varlantel hereditarias tienen bI genes que producen la, auttanciaa (prot,elnaa) que Intervienen en la 
transformación de dicho. medicamentos en la población mexicana. 

2.& Se me ha informado que mi participación en este estudio .. voluntaria, sí 50'1 paciente del J.N.N.N. '1 si no deseo 
colaborar en este estudio en nada se afectara la atene56n que el Instituto me propordona. 

3.- Si acepto participar se me pedirá que después de orinar a las 10.00 F>M (10 de la noche) tomaré 10 mi de un jarabe que 
me darán )18 medido que contienen 30 mg de dextrometorltn con un vaso de agua . !ate jarabe M usa habitualmente pora 
el tratamiento de la toa. Colectaré la orina durante In e ho,.. posterionnente a la toma del jarabe en frascos d. vidrio cdor 
ámbar que me proporcionará el Instituto. I!sta orina la entregará a la maMna siguiente de su recolección en el Laboratorio 
de Neuroptieofarm~la deII.N.N.N. 

4.- Al enb'egar la muesb'a de orina me lomarán una muestra de aangr. de 20 mi para extraer el ONA que n el material 
hereditario. No necesito ir en ayunas para esta toma de Angre . 

5.- He . Ido informado que las agujas y tubos con le. cual .. se me tomará le sangre son desechables, y que no recibiré 
ningun resultado pues este proyecto aun estA en etlpa de Invntigael6n. 

6.- Se me Informó que el dextl'ometorfán es un jarabe que ha sldo ampliamente usado desde hace muchos aJ'ioa en 
millones de personas. 

7.- Riesgos.: Ocasionalmente el dextTometorfán puede causar nauseas, vómito. erupciones cutáneas, trastornos 
gastrointestinales, excitación . somnolencia yen dosis repetidas y ma)'Ofes puede causar depresión nerviosa y dificultad 
para retpirar. 

6.- He sido informado que puedo abandonar el estudio en el momento que yo desee. 

sa.- Se me ha informado que para cualquier duda o aclaración respecto a este estudio puedo comunicanne al 56 015 36 22 
con la Ora. Ma. ell. Alonso y Dra. Marisol L6pe.z L6pez a la extensión 2022, con la Dra. Helgi Jung a la extensión 2017 y 
con el Q . ~ . B . Jorge Guerrero a al extensión 2016. 

10.- f.toy de acuerdo que la información cllna derivada del estudio de mi caso sea comunicada a la comunidad m6dica 
v.tMlmentt o por escrito. pero sin revelar mi identidad. 

11 .- He ¡.Ido esta forma de eonaentimlentc, me Mn aclarado las duda. que he tenido acerca del estudio Y h. decidido 
aceptar en participar en esta Investigaci6n. 

~~ha :. ______________________________________________________________________ ___ 

Nom~edelpa~ipa~ .~· ____________________________________________________________ _ 

Firma del participante:' _____________________________________________________________ _ 

Nombre del responsable del pacienta en caso de Incapacidad del paciente 

Finna del responsable del paciente en caso de incapacidad del paciente 

Nom~.T.m .. , ____________________________________________________________ __ 

~~T~ ,. ______________________________________________________________ __ 

Nom~.T~o : ~ __________________________________________________________ __ 

f;~T~o :, ______________________________________________________________ __ 
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Cuadro 1. Continuación ", 

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA y NEUROCIRUGIA 

MANUEL VELASCO SUAREZ 

DETERNIMINACIÓN DEL FENOTIPO MET ABOLIZADOR UTILIZANDO 
DEXTROMETORFANO 

\HSU~TES SUR NO. :JI71 
c.P. 'MM MEXICO. D.f. 

TEL 5Mf.S122 

VOLUNTARIO No, _____ _ No. de Registro, _____ _ 

NOMBR!D! LVOLUNTARIO ~: ___ ~~~~~~~ ________________ _ 

NOMBRE COMFLETO INICIALES: ________________________________ _ 

!DAD: _____ SEXO: _____ PESO: _____ GRUPO SANGUINEO: ______ _ 

NACIONALIDA:: _____________________________ _ 

LUGAR DE NACIMIENTO: CIUDAD'--______ ESTADO, _______ PAls: ______ _ 

FECHA y HORA REAL DE LA ADMINISTRACIÓN: _____________________ _ 

VOLUMEND!D.XTR0M2TOR~AN~: ________________________ __ 

VOLUMEN De ORINARECOLECTADA ________________________ _ 

FECHA DE ANALISIS DE LA MUESTRA: _______________________ _ 

Conteste el siguiente cuestionario : 

1.· La semana previa al estudio, ¿estuvo bajo tratamiento con algún medicamento?, si su respuesta es si Indique por favor el 

nombre de dicho medicamento, ____________________________ _ 

2.- ¿Ha ingerido pastiHas antieoneeptivas o algún tratamiento hormonal en 105 últimos 
dIH?' ________________________________ _ 

3.- ¿Es fumador? si su respuesta es si ¡ncUque por favor el número de cigarros que se fuma 

diario. ____________________________________ _ 

4.- ¿Ingiere bebidas alcoh6licas. café o 161, si 5U respuesta es si indique con que frecuencias Jos 
conswme., ___________________________________ _ 

S.- Mencione el/ugar de nacimiento de lIJa sig\lientn famMiares: 

Madre: Ciudad es1ado Pal. 

Padre: Ciudad Es1ado ~ai s 

Abuelo Paterno: Ciudad Es1ado Pa is 

Abuela Paterna: Ciudad .alado Pais 

Abuelo Materno: Ciudad estado Pal. 

Abuela Materna: Ciudad E_do Paí. 
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Se excluyeron a todas las personas menores de 49 años y a todas aquellas que presentaran 

alguna enfermedad neurodegenerativa y/o que no provenían de familias mexicanas, en otras 

palabras, que no tuvieran padres y abuelos mexicanos, al igual que todos aquellos que no quisieran 

participar en este estudio y que no firmaron la carta de consentimiento. 

NOTA: No se tomó en cuenta el sexo tanto en pacientes como en controles, ya que es irrelevante 

para el análisis genotípico. 

5.3 Determinación del polimorfismo *3 y *4 del gen CYP2D6 

Se creó un banco de DNA de pacientes con enfermedad de Parkinson (casos) y de individuos 

que no presentaban rasgos de alguna enfermedad neurodegenerativa mayores de 49 años (controles). 

Tanto el grupo de casos como el de controles pertenecen a la población mestiza mexicana. La 

metodología que se siguió para la determinación del polimorfismo *3 y *4 del gen CYP2D6 se 

muestra en el esquema l . 

Las técnicas que se utilizaron para la extracción del DNA genómico, así como de PCR, 

RFLPs y las distintas electroforesis que se implementaron en esta investigación tanto para la 

determinación del polimorfismo CYP2D6*3 como para el CYP2D6*4, se describen de manera 

sucesiva e independiente a continuación. 

5.4 Extracción de DNA genómico 

5.4.1 Método de extracción de DNA genómico por la técnica de sales-fenol-c1orofonno 

A partir de 20 mi de sangre periférica empleando ACD (ácido cítrico dextrosa) como 

anticoagulante y con la ayuda del amortiguador RCLB (TRIS 1M pH7, MgCh 1M, NaCI 5M, H20 

desionizada estéril) se obtuvo el paquete de leucocitos; de los cuales, se llevó a cabo la extracción del 

DNA genómico empleando el método de extracción de saJes-fenol-cloroformo (Maniatis, 4th ed; 

Schur y col. , 2001), como se describe en el esquema 2: 
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investigación 

Equipo 

• Equipo para punción venosa 
• Guantes de látex estériles 
• Tubos falcon estériles de 50 mI con tapón de rosca 
• Centrifuga con refrigeración y rotor para tubos falcon de 50 mI y microtubos de 1.5 mI 
• Bomba de vacío con fi ltro acoplada a una trampa para colectar desechos biológicos líquidos 
• Microtubos estériles de l. 5 mI 
• Micropipeta de 1 000 ~ con puntas estériles 
• Pipetas de transferencia estériles de 3 mI 
• Centrifuga con vacío, extractor de solventes orgánicos y calentamiento 
• Baño maría 
• Refrigerador 

Reactivos 

• Ácido cítrico dextrosa (anticoagulante) 
• Amortiguador de lisis RCLB (Tris [1 M] pH 7.6; NaCI [5M]; MgCb [1 M]) 
• NaCI [5mM] 
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• SDS [10"10] 
• Solución saturada de NaCI 
• Solución de fenol saturado 
• Solución de fenol, cloroformo y alcohol isoamílico [25:24:1] 
• Solución de cloroformo y alcohol isoamílico [24: 1] 
• Iso-propanol frío [Absoluto] 
• Etanol frío [70"10] 

• Agua grado inyectable 

Esquema 2. Protocolo de extracción de DNA genómico por el método de sales-fenol-cloroformo 
(1 de 5) 

I (j) ~ Toma de muestra 
OBTENC~ÓN D~L ~OTÓN L;UC~IT~¿-P~ "1 

LA EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMlCO. 

I - ~ llenar 4 tubos de sangre periférica 
i (apraxlmadarrente 20 mi) utilizandO óclda 
.. cftnco dextrosa como antlcoogulonte. 

rñfiJ1 ; 00 lll!!J 
Extracción de DNA Congelación 

~ 

L 

Pasar 2 ttbos de sangre a LJ1 h.bo Fok:x>n con 
rosca y adicionar buffe! RClS hasta corrpIetar 
45 mi aproximadamente coma volumen final. 

Homogeneizar lento V suave por 
aproximadamente 10 mlnufoo pala llsor los 
eritrocitos. 

Centrifugar a 5000 rpm a 4° C duante 1 O mn. 

Con oyuda de una pipeta ~eu conectadO a 
una bomba de voclo. sacar 'h del sotxenadante . 

5 

Repet, los pasos 6. 7 Y 8 dos veces rrós hasta 
corrpIetar 3 lavados (en CadO lavado se deb8!6 
sacar coda vez ITÓS \()!lmen de SObfenadante -
poso 6 - ). Alterrrinar los 3 laVados. se debe ellmnar 
todo el sotxenadOnte can oyuda de una pipeta 
~eur conectadO a una bomba de vado can 
cUldadode no nevarse el bo1ón leucoci1arlo. 

t • 

Resuspender el botón celular can amorflg.Jado< i 
I •• - - --_J--RClByhomogeneiZorsuaveylentamentecomo ! 

en el poso 3 (de ser necesario. dOr ligeros I 
golpecttos altendo del tubo para desprende! el . 
botón). i 

-' 

45 



DESARROllO EXPERIMENTAL 

Esquema 2. Protocolo de extracción de DNA genómico por el método de sales-fenol-cloroformo 
(Continuación: 2 de 5) 

,@ 
I 

L 

• 

l 

Descongelar el 
botón Jeucoclta!lo. 

Adlckll'1oc 
886J.Ü de NaC15mM 
46 ~ de SOS al 10% 
308 lJl de sol. saturada de NaCl 

Tronsferf el ~ a 2 mcroflbos 
(op!O)Ó¡ i lOdanent& el mismo voU'neon o 
ccxlo mol. 

, CenlJllugar20 "*'0 111m opmy4"C 

• 

l 

• 

Transferir el sobrenadOnre o otro 
mcrotubo con oyu:io de una pPeto 
de tra1sterencla (con cuidado de no 
transforl, .. $IOS del Pl8ClpJtOdO). 
< < Desechar el pmclp/fodo> >. 

Agegar sotuclón de fenol3Ctutodo a lc::I 
m.JeSho (agregor opro;ó i lCIdoi 1181 ,le el 
misrnovolLm8l'1 queeldeb mJestro~ 

•. - ,- - _. _.-." '1 

EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO 

@ 

® 

® 

® 

"," •• ~ Continúa ... 
1>' 

Homogeneizar manualmente por 
inversl6n. suave V lentamente por 
ClpIOlCi'nodomote 1 O ,"""a. 

t Agregar soIuc~ de tenaL ciare/armo y 
0Ic0h0I JooanIco a 10 m.JO$I1O (ag.egar 

• ~tre el rrismo YOi.rnen 
: CJJ8e1delarruestrO). 

v Transferir el sobfenodon1e a 0110 
rnclOllbo con ayuda dO "'" pJpoto dO 
tTalsf8leflCia (con culdodo de no 
lJ<rnterirreslosdOlprec1p1tOdO). 
< <Desecl"orelpreclpltodo>:>, 

Cenlrfugar 1 O mina 11 000 rpmy4"C 

--.~ -
Homogeneizar manualmente por 
i~ SllCHe Y lentanente por 
apol«nodamente 1 Omruos. 
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Esquema 2. Protocolo de extracción de DNA genómico por el método de sales-fenol-cloroformo 
(Continuación: 3 de 5) 

... Continuación 
1. 1I1"1I 1 •• 1f1 ""' ~ 

-
l 

• 

l 

Transferir el sobrenadante o otlO 
rriclOtl.tlo con avucto de uno pipeta de 
transferencia {con cuidado de no 
""""el\" r""'" del prec_. 
< <Desechare! preclpttcxio> > . 

1
; I-íit\O ~om~genelzor manualmente \SI Inversión, suave '1 lentamente 

apradmoc:krnell1e 1 O f'f'lR.nos. 

l.aYcxX> V seccx:lo del DN6. 

t • 
~ 

~8 Homogene lz or manualmente pOI \I:?I Inversión, suave y lentamente poro 
prec\>il<lf el DNO. gon6mico. 

por 
por 

t • • 

@ = 
if 

t 
: 

Agoega lSop"opoooI (triol o b muoslro 
¡agregor oproldn ICldor"neIlte el mismo 
voU'nenqueeldelorruestro). 

~ Tronsfertr el sobrenodante o otro 
mlcrotubo con ayudO de una ~to de @ i transferencia (con cuidado de no 
tJonsferlr r6Stos del precipltodo). 

: < <Desechare! precipitado> >. 
~ 
_'.II I •• II".III'.'.II I •• II I" 'II '. I II '. II" .~ 

L 
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Esquema 2. Protocolo de extracción de DNA genómico por el método de sales-fenol-cloroformo 
(Continuación: 4 de 5) 

(i)8Homooene,zar manualmente por 
Inversión suave y lentamente poro 
precipl<>' el [)NA gon6rrico. 

• • l Centrfugar 15 mIn a 11 000 lI>'T1y4'C 

~" 
~ 

" • 

Decantar el sobrenodOOte Cal c~ 

de r<:>pe<derel[)NA prec~ 

Actck:nOretonolol70%. 

l
- Homogeneizar manualmente por 

Inversión. suave y lentamente poro 
precipilcr el [)NA gen6mtco. 

@8 
• 

LAVADO DE DNA GENÓMICO 1 

ultrIT 
Secado del [)NA 

t • : 

@u 
t Decantar el sobIel iOda t1e con ctJdcx:lo 
: de no perder ell)NI\ preciJjlodo. 

@1ev 
t CentrftJgc:r 15 mno 11 000 II>'T1Y 4'C 
• 

® 8
Homogene~or monuolmenle por 
IfMIf36n UM> Y IonIomente pero 
precipita' el [)NA gen6m!co QUe 
acobomosdeextroef, 

t • ; 

l Centrfugar 15m1n a 11000 lI>'T1 Y 4'C 

<ID ,, ~:':r~~ClidOO> oo. 7 U 
-- . ~ a , ~ ---t~ . -:...."4' , •• _ _ • 

t AdlclOnarelalolatlO%. 
• 
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Esquema 2. Protocolo de extracción de DNA genómico por el método de sales-fenol-clorofonno 
(Continuación: 5 de 5) 

-'- -

.... ~ ~ . 
' :=J ~ 
*21 

SECADO Y RESUS.PENSIÓN I 
DEL DNA GENOMICO 

: Centrlugor con vaclo 10 
... minopoxi IlCXLmente. 

~u 
• Adicionar agua inyectable 
• aproximadamente 2OO,.u 
... a cada rubo. 

• Poner en boño rTlOI1a lOs dos h.bos i l"riIYno 1 hora o 5O"C o hasta 
, ~.HJNA . 

Pasar el contenido de uno de los 
rubos dentro del otro para tener 
un wlumen aproximado de 400}1l 
de muestm de ONA gen6mioo. 

~1l Co<Y;¡eb a -20"(; 

VU V 
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5.4.2 Método de extracción de DNA genómico por columna 
QJAamp@ DNA Blood Midi Kit de QL4GEN @ 

A partir de 2 mI de sangre periférica empleando ACD (ácido cítrico dextrosa) como 

anticoagulante y con la ayuda del Kit de QIAGE~ se llevó a cabo la extracción del DNA genómico 

empleando el método de extracción por columna, como se describe en el esquema 3: 

Equipo 

• Equipo para punción venosa 
• Guantes de látex estériles 
• QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN <Il 

• Tubos faleon estériles de 15 mi con tapón y rosca 
• Centrífuga con refrigeración y rotor para tubos falcon de 50 mi con capuchones para tubos de 15 

mI 
• Microtubos estériles de 1. 5 mi 
• Micropipeta de 1000 ¡.tI Y 5ml con puntas estériles 
• Pipetas de transferencia estériles de 3 mi 
• Vortex 
• Baño maría 
• Refrigerador 

Reactivos 

• Ácido cítrico dextrosa (anticoagulante) 
• Amortiguador AL (Lysis Buffer) de QIAGE~ 
• Proteasa de QIAGE~ 
• Amortiguador A W 1 de QIAGE~ 
• Amortiguador AW 2 de QIAGE~ 
• Amortiguador AE (Elution Buffer) de QIAGE~ 
• Etanolabsoluto 
• Agua grado inyectable 
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Esquema 3. Protocolo de extracción de DNA ,ienómico por columna 
QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN (I de 3) 

(3) 

® 

Temo da lTl..IEtStJO 
_ Uora 1Il hbo de saya P8fféóca 
• (oPlO*nOdOmente 5 m¡ utlzando 
I 6cldo cítrico dextrosa como 
T cn!IcoagUante. 

:: TOfTlCI" 2 mi de sangre y depositab en 
... lIlhbofo lconde25 mL 

~ 

; Agegar. i 24 ml de BlIfer Al (lysis BlIfar) y 
T 200 .. de "";rra Pro ..... (QIo\GEN') 

~ 

• 
Mezclar en vortex 3 veces 

... opr<><lrnodomenfe por 5 segllldos. 

, .. -- . 
Poner en bdIo maria por 
lOrrinutoso lrJ>C. 

® 

® 

"''''..... Conftnúa ... 

f 

fbsen 3.5 mi de la sokJclón ooter1or a 
la cok.mno con tubo del 1Ot. Y 
guarda la dJclón restonte. 

..... Mezclar en vortex 3 veces I a proximadamente por 5 

• segundos. 

, ~ 
• 

t • :: 

51 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Esquema 3. Protocolo de extracción de ONA lenómico por columna 
QIAamp® ONA Blood Midi Kit de QIAGEN (Continuación: 2 de 3) 

... Continuación 
1.1I1'.II II.II I I • • ~ 

• 
Oesc:agar V desechar con pPe'os 
de OOnsftlfenclo el centñtugoClO 
obtenklo sin eUmnorkJ cokJmno. 

@ , • 

i CentrlUQOf 4 minutos a 3(XJ) fPITl V 
T 21l'C. 

Descorgor V desechOr con plpefas i de tronsterenclo el centrtfugado 
T obtenido si"lelrrrorlo coUnno, 

... - ----....... -
Agegar dentro de lo coksmo 2 
mi de a mortiguador Aw 1 V 
coIocollo dentro del mSlTlO t\bo 
del PClSOonIellor. 

t • : 

t 
: 

AgIegar denOO de la coUma 2 '" 
de oma1fguodof Aw2 V coIocala 
_ del mIomo 1\bo del poso 

on1otlar. 

Oescaga V desecha con pipetas 
de 11a\SfetenCio el cenI1'Iugado 
Obtenido sn eln"llra1O coll.J'lY'lO. 

Cenhlugc> 6 _ a 6000 lPffi V 
21l'C. 
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Esquema 3. Protocolo de extracción de DNA genómico por columna 
QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN «> (Continuación: 3 de 3) 

... Continuación 

Centrifugar 15 minutos o 5000 Ipm V 
2O"C. 

Posar la cOllrnna a LI'l 

tubonuevodelKit . 

Agregar 3oo,.u dd bul1bi Al:: (Elution bulTcr) y dejar 
.,.. reposar 5 minutos. 

... ------...... --
Torncx ct producto obtenido (Cf'.IA) V 
vertilo de noevool cartucho. 
Deja reposar 5mnuros.. 

COOgeIOt o ·2Q"C 

t • :: 

t Tomo, el ONA gen6mJco ex!rOk:lo y = cOlOCarlOenlJ'lrncrotubO. -
-- i2 Q ~.-:!i 

, .J:'...:.vr:. 1, 

• P 
t ~ugo, ó """"" o 5000 rpm Y 
~ 2O''C . 
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5.5 Análisis espectrofotométrico y electroforético de DNA genómico 

Todas las muestras de DNA genómico se procesaron de la siguiente manera: 

A las muestras de pacientes con enfermedad de Parkinson se les asignó una clave de 

identificación que consistía de la letra P (parkinson), seguida de la letra F o M de acuerdo al género 

del paciente y un número progresivo que refiere el número de muestra correspondiente, un guión y el 

año en curso de obtención de la muestra; por ejemplo: 

Parkinson ---~l +~----- Obtenida en el año 2002 

PF08-02 

Femenino ___ ....JtL 
Muestra número ocho 

Por otra parte, a las muestras del grupo control se les asignó una clave de identificación 

diferente, que consistía de las letras CP (control Parkinson), seguida de la letra F o M de acuerdo al 

género del paciente y un número progresivo que refiere el número de muestra correspondiente, un 

guión y el año en curso de obtención de la muestra; por ejemplo: 

Control Parkinson -¡ ~ ____ Obtenida en el año 2002 

t ¡ 
CPM78-02 

Masculino ___ ..Jt L 
Muestra número 78 

6.5.1 Análisis espectrofotométrico del DNA genómico 

Cada muestra de DNA genómico extraído por las técnicas antes señaladas, tanto para 

controles como para pacientes, se analizaron por espectrofotometría en el rango U. V. y se tomaron 

lecturas a 2 diferentes longitudes de onda: a A 260 nm se cuantificó el DNA genómico y a A 280 nm 

se midieron las proteínas presentes en la muestra para obtener la pureza del DNA genómico extraído. 

54 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Para este análisis se tomó una alícuota de 1 O ~I de cada muestra y se llevó a un volumen de 1 000 ~I 

con agua grado inyectable, procediéndose a leer en una celda de cuarzo limpia y sin ralladuras a las 

longitudes de onda ya señaladas. 

La concentración de DNA se calculó mediante la formula: 

[DNA]"g/l'i = (Absorbancia a 260 nm) (FD) (FC) 

donde: 

Absorbancia a 260 nm = adimensional 

FD = factor de dilución (adimensional) 

Fe = factor de conversión ('gl ~I) 

Debido a que se tomó una alicuota de 10 fll de cada una de las muestras de DNA genómico 

extraído y se llevaron a un volumen final de 1000 fll con agua grado inyectable, el factor de dilución 

es igual a 100; y ya que una densidad óptica de DNA genómico es igual a 50 n g / ~ 1 , el factor de 

conversión es igual a 50 ogl ~I (Sambrook, 1989). 

La relación de las A 260
/ 280 determina la pureza de las muestras de DNA genómico extraídas; 

esta relación se deberá encontrar en el rango de 1.8 a 2.0 para considerarse como óptima ( Sambrook, 

2da ed). 

5.5.2 Análisis electroforético del DNA genómico 

Se analizaron por electroforesis las muestras de DNA genómico, tanto de pacientes como de 

controles, tomando alícuotas de 4 fll de DNA genómico las cuales se mezclaron con 4 ¡.ti de colorante 

para geles no desnaturalizantes y se corrieron a 120 V en geles de agarosa al 0.8 % con amortiguador 

TBE 0.5X. Los geles se tiñeron con bromuro de elidio y se visualizaron con luz ultravioleta para 

observar la integridad del DNA genómico extraído (Maniatis, 1982; Schur y col. , 2001). 
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5.6 Genotipificación de CYP2D6 

Se emplearon las técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) así como de 

fragmentos de restricción de longitud variable (RFLP). La combinación de PCR-RFLP permitió 

determinar el patrón tipo silvestre, el patrón de alelos mutantes heterocigotos y el patrón de alelo s 

mutantes homocigotos tanto para el alelo CYP2D6*3 como para el CYP2D6*4, utilizando para ello 

los oligonucleótidos y las enzimas de restricción específicas para este fin . 

5.6.1 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Se amplificaron por PCR las regiones específicas que flanquean las mutaciones para los 

alelo s CYP2D6*3 (A2637) y CYP2D6*4 (GI93~) a partir del DNA genómico extraído de cada 

paciente y voluntario control del estudio, para esto, se emplearan los oligonucleótidos 2D6-3A, 2D6-

3B, 2D6-4A Y 2D6-4B respectivamente [200 ng/¡ül (ver tabla 12), Taq PCR Master MIX Kit 

(QIAGENR
) [2.5 u/¡ü Taq DNA polimerasa, amortiguador Ix QIAGEN PCR con MgCb 15 mM, 200 

¡JM de dNTP1, DMSO 5% (dimetil-sulfóxido) y agua grado inyectable (tomando en cuenta las 

condiciones del proveedor) así como una concentración de 100 og/!'1 de cada oligonucleótido y una 

concentración mayor o igual a 50 ng/¡ü de DNA genómico en un volumen final de 30 ~l y 15 111 de 

reacción respectivamente, y se trabajo siempre en una campana de flujo laminar y utilizando guantes 

de látex estériles, ver tabla 13. 

Tabla 12. Secuencia de los oligonucle6tidos y enzimas de restricción empleadas para la 
d . . , " d I lid CYP2D6 etermmaclOn genotiplca e os a e os e 

Olil!.onudeótid05 I Secuencia I Enzima de restricción 
CYP2D6 *3 

206*3 A 5'- GAT GAG CfG CfAACf GAGCC -3 ' 
206*3B 5'-CCGAGAGCA TACTCG GGAC -3 ' 

MspI 

CYP2D6 *4 
206*4 A 5' - GCC TIC GCC MC CAC TCC G -4' 

206*4B 5'- AAA TCCTGCTCfTCCGAG GC-3 ' 
M.al 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador PCR System 9600 Gene Amp 

EPPENDORF Mastercycler Gradient. Las condiciones de reacción para CYP2D6*3 y CYP2D6*4, 
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así como para las subsecuentes reacciones de amplificación fueron las que se muestran en la tabla 

14. 

Tabla 13. Mezcla por reacción de PCR para la amplificación de los fragmentos de interés 
. . , d I I I * * d I CYP2D en la determmaclOn genotiplca e os a e os 3 y 4 e 6 

Mezcla CYP2D6*3 CYP2D6*4 

DNA P- de 50 ""/)'1) 3 - 8.5 J!I 3 - 8.5 J!I 
206· 3 A [100 ""/)'1 ) 2.0 J!I ----

206·3 B [100 ""/)'1) 2.0 J!I .. _--
206· 4 A [100 ""/.,J - 2.0 J!I 
206·4 B [100 ""/)'1) .--- 2.0 J!I 

Masler MIX Kil QlAGE ~ 15.0 J!I 15.0 J!I 
DMSO[5 %) 1.5J!1 1.5J!1 

Agua grado inyectable e.b.p. 30.0 J!I e.b.p. 30.0 J!I 

d' . Tabla 14. Con lClones d rfi e amp l IcaClOn para os pares e o 19onuc eotl os d ti I ' 'd 

Alelos 
Condiciones 

Desnaturalización prol. Desnaturalización., alineamienlo y extensión Extensión prol. 

CYP2D6 * 3 94° 5 rnin 94° 1 mio, 58° 1 mio, 72° 1.5 rnin (40 ciclos) 72° 10 rnin 

CYP2D6 *4 94° 5 rnin 94° 1 mio, 60° 1 mio, 72° 1.5 rnin (30 ciclos) 72°:S 10 rnin 

En los cuadros 2 y 3 se esquematizan los productos amplificados por PCR tanto para el alelo 

*3 como para el *4, al igual que la secuencia de los oligonucleótidos específicos utilizados en cada 

alelo. 

5.6.2 Análisis electroforético del producto de amplificación de la PCR 

Se analizaron por electroforesis los productos de la reacción de PCR de los alelo s *3 y *4 del 

CYP2D6 tanto de pacientes como de controles tomando alícuotas de J ¡.¡I del producto de PCR y se 

mezclaron con 4 ¡.¡I de colorante para geles no desnaturalizantes y se corrieron a 120 V en geles de 

agarosa al J % con amortiguador TBE 0.5X; los geles se tiñeron con bromuro de etidio y se 

visualizaron con luz ultravioleta (Bemard y col., 2001 ; Maniatis, 1982; Schur y col. , 2001). 

57 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Polimoñismo CYP2D6*3 (Delecióo de la AZfi37 en el exón 5) 

a) 
IfIrr 

1
----' ~89 pb ---' - :':-"---81pb - ' 

Secuencia nonnaI ("W/-W> CCAGG ce :-GG 2~Opb : 

c.---¿ . : ,. 

ff"WIMi 5: . .. r ¿jr7 . 
•. gatq ~tgctaa.c tga<!Ceagq atgacctqgg aé!ccagccc.a gcccccccga 

2670 gacc tqac tq agqccttcct ggcagagatg gagaaggtga gagtggetqe cacwt999!l 
2730 ggeaagggtq gtgggttgag egtcc:c.agga ggaa:~ ~ aaa:á\Wttgg 
2790 accagtgcat cacc<iggega gccgcatctq ggctgaca9\f tgcagaattq gagqtcattt 
2850 gggggctacc ccgttct gtc ccgagtatgc tctcgg' . 

.~ 
> 

b) 

{:~ .. ~ ~'- ----........ 

-!.: 

Hijo' 

:=: Oligonuc!eótido 2D6 *3A 
Oligonucleótido 2D6 *38 

~ Sitio de corte ff.¡.ICCC/GG) 

Cuadro 2. Esquemati7.ación del producto amplificado por PCR para el alelo CYP2D6*3 doooe se 
muestran los sitios de corte específicos de la enzima de reslrÍcción Msp 1 empleada sobre la 
secuencia amplificada y los Fragmentos esperados caracleristicos para un homocigoto mutado (" 1'3 ) 
como para un homocigoto normal ('"" l.,.) . Cabe mencionar, que los fragmentos esperados para un 
heterocigoto (""1,, ) son las combinaciones de los fragmentos generados tanto en un homocigOlo 
mutado como en un homocigoto normal, dando un total de 4 fragmentos diferentes (l89pb, 1 67pb. 
8lpb Y 20pb). 
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Polimorfismo CYP2D6*4 

(Sustitución de G1934A en el intrón 3 - unido al exón 4) 

a) 
#..<1 

1--105 pb - :---5150 pb --=:=::"J 
SecuenciaI1ClfTl'lal('W/....,) CC :AGG ~~ f 355pb 

F
' " :~ 

fYWIV~ s • ~ "'1$34 

1830 cttcg<:ea,«C cactccqgtq ggtqatgggc a~ .. c ali~gaa ctq¡¡ga"';:; 
1890 gggggaeggg gaaggcqace ccttaeeegc ateteceae" c:l~~~ =tttcq~ 
1950 ccaacqgtct cttggacaaa gccqtgagca .aegb;1atcqcetncctcacc tg~\lCC¡ce 
2010 gcttcgaqta cqacqaccct egettcctca ggctqctq!la c~tcag g~~ 

2070 aggaggagtc gggctttctq cgcgaggtqc ggagcgagag acc:>Ja99'''\Jf' c±ctq>;ja1J99 
2080 cgagctcccq agaggtgccq gggctggact ggggcctcgg aagaqcac~a ~,t 

b) 

f 

. 
H';;{ .. . . 

... 

355pb 

:=: Oligonucleótido 206 *4A 
Oligonucleótido 206 "'48 

Sitio de corte H"" /CCC/AGG) 

Cuadro 3. Esquematización del producto amplificado por PCR para el alelo CYP2D6*4 donde se 
muestran los sitios de corte específicos de la cnzima de restricción Mva T empleada sobre la 
secuencia amplíficada y los fragmentos esperados característicos para un homocigoto mutado ('4/.J 
como para un homocigoto normal ("w/ •• ,). Cabe mencionar, que los fragmentos esperados para un 
hcterocigoto ('w/.J son las combinaciones de los fragmentos generados tanto en un bomocigolo 
mutado como en un homocigoto normal, dando un total de 3 fragmentos diferentes (355pb, 25Opb, Y 
I05pb). 
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5.6.3 Fragmentos polimórficos de restricción de longitud variable (RFLP) 

Restricción enzimática 

Posterior a la amplificación, tanto para pacientes como para controles, los productos de las 

PCR fueron digeridos con su correspondiente enzima de restricción, ver tabla 15. 

La utilización de la enzimaMsp 1 (Moraxe//a species) 5' C/CGG 3' amortiguador basal (10 

mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM MgCh, 60 mM NaCI, 10 mM 2-Mercaptoetanol y 0.01% BSA), 10 ¡tI 

de producto amplificado (CYP2D6*3), amortiguador 10' T (330 mM Tris-acetato pH7.9, 100 mM 

Mg-acetato, 5 mM Ditiotreitol y 660 mM K-acetato) con albúmina sérica bobina libre (0.1 % BSA

libre) y la cantidad suficiente de agua inyectable para completar 15 ¡tI de volumen final, permitieron 

obtener los fragmentos de restricción específicos para los homocigotos mutados (3/'3), los 

homocigotos normales (*w/'w) y los heterocigotos r/'3) para el alelo CYP2D6*3 (tabla 15). 

Por otro lado, la utilización de la enzima Mva 1 (MicrococclIs varians) 5' CC (AIT) GG 3' 

amortiguador basal (10 mM Tris-HCl pH 8.5, 15 mM MgCh, 150 mM KCI, 1 mM DTT y 0.01% 

BSA), 10 ¡ti de producto amplificado (CYP2D6*4), amortiguador 10' K (200 mM Tris-HCl pH8.5, 

100 mM MgCh, lO mM Ditiotrietol y 1000 mM KCI) y la cantidad suficiente de agua inyectable 

para completar 20 ¡ti de volumen final, permitieron obtener los fragmentos de restricción específicos 

para los homocigotos mutados (4/'4), los homocigotos normales (w/'w) y los heterocigotos ('w/.4) 

para el alelo CYP2D6*4 (tabla 15). 

Tabla 15. Mezcla por RFLP para la obtención de los fragmentos de interés en la 
d . ., d I I I *3 *4 d l CYP2D6 etenrunaclon genotlplca eosaeos y e 

Mezcla CYP2D6*3 CYP2D6*4 

Producto de amplificación • 3 10 ¡d ~ ... -
Producto de amplificación • 4 --- lO ¡ti 

Msp 1 2U ['OU/",) 0.1 ¡ti --
Mva J tu [IOU/",) --- 0.2 ¡ti 

Amortiguador 10" T 1.5 ¡ti --
Amortiguador 10" K -- 2.0 ¡ti 

BSA [0.1 %) 3.0 ¡ti ----

Agua grado inyectable e.b.p. 15.0 ¡ti e.b.p. 20.0 ¡ti 
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En los cuadros 2 y 3 se esquematizan los sitios de corte específicos de las enzimas de 

restricción empleadas en el estudio sobre las secuencias amplificadas por PCR tanto para el alelo 

CYP2D6 *3 como para el CYP2D6 *4. 

5.6.4 Análisis electroforético de los fragmentos obtenidos de la restricción enzimática 

Se analizaron por electroforesis vertical los fragmentos obtenidos de la restricción enzimática 

de los alelos *3 Y *4 del CYP2D6, tanto de pacientes como de controles. Se tomó el volumen total de 

las RFLPs y se mezclaron con 10 ¡.tI de colorante para geles no desnaturalizantes, se corrieron en 

geles de poliacrilamida al 15% durante 3 hrs. (CYP2D6*3) y al 8% durante 2 hrs. (CYP2D6*4), 

respectivamente, para cada alelo empleando un marcador de peso molecular (pBR322 DNA -No. V 

8-587pb, o en su defecto, uno con escala de 1 OObp) para su análisis y clasificación genotípica 

correspondiente. Los geles se corrieron por separado en cámaras de elecroforesis en vertical a 270V 

y 45 mA, con amortiguador TBE IX, se tiñeron con bromuro de elidio, y se visualizaron con luz 

ultravioleta (Bernard y col. , 200; Maniatis, 1982; Schur y col. , 2001). 

En la figura 8 se representa un gel de poliacrilamida en el que se esquematizan las bandas 

características generadas por el corte específico de las enzimas de restricción empleadas en este 

estudio (Mva 1, Msp 1), las cuales, corresponden a los genotipos homocigotos normales ('w/' w), 

homocigotos mutados (1/.] y '4/'4) Y heterocigotos (l/.w y ' 4/.w) tanto para el alelo CYP2D6 *3 

como para el CYP2D6 *4; también se esquematizan las bandas características de los productos 

amplificados por PCR tanto para el alelo *3 como para el *4 y las bandas correspondientes al 

marcador de peso molecular empleado en este estudio (pBR322 DNA -No. V 8-587pb). 

5.7 Determinación de la frecuencia alélica 

La composición genética de los individuos con enfermedad de Parkinson e individuos control 

analizados en este estudio se describe en términos de frecuencia alélica, la cual se calculó a partir de 

las siguientes ecuaciones: 
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p = frecuencia de homocigotos C'q + Y:z (frecuencia de heterocigotos w/.) 
q = frecuencia de homocigotos (l.) + Y:z (frecuencia de heterocigotos w/.) 
q = l - p 

donde: p = frecuencia alélica de w 
q = frecuencia alélica de * 

Se realizó la prueba de Xi cuadrada para determinar si existen diferencias entre los fenotipos 

metabolizadores de individuos sanos e individuos con enfermedad de Parkinson, y una razón de 

momios (OR) e intervalos de confianza al 95% (Ie 95%) para ver si existe evidencia 

estadísticamente significativa que indique una posible asociación del fenotipo metabolizador lento 

de CYF2D6 como factor de susceptibilidad en la etiología de la enfermedad de Parkinson tomándose 

como estadísticamente significativo cuando los IC 95% fueran mayor a uno y cuando la p < 0.05. 

CYP2D6*4 

1 2 3 4 5 6 

CYP2D6*3 

7 8 9 

270 

189 

167 

81 

20 

Figu ra 8 Representación esquemática de un gel de pnliacrilamida con las bandas carncterfsticas de un 
homocigoto normal ( W/.w - carriles 4 y 7), un heterocigoto ( W/., y ·w/., - carriles 5 y 9) Y un bomocigoto 
mutado el., y "1 •• - carriles 3 y 8) tanto para el alelo CYP2D6*3 como para el alelo CYP2D6*4 
respectivamente. En el carril No I se observan las bandas del marcador de peso molecular, y en los carriles 2 y 
6 las bandas carncterfsticas del producto de DNA amplificado por PCR tanto para el alelo 3 como para el 4 
respectivamente. 

62 





RESULTADOS 

6.1 Tamaño de muestra 

En este estudio (casos - control) se creó un banco de DNA genómico de 61 pacientes y 131 

controles y se caracterizaron dos alelos diferentes no funcionales del gen CYPID6 (CYP2D6*3 y 

CYP2D6*4) por análisis del mapa de restricción (ver tablas 16 y 17). 

Tabla 16. Lista de DNA genómico de los 61 pacientes con 
parkinson pertenecientes a la población mestiza mexicana que 
conforman el banco de DNA de casos creado en este estudio 

Paciente Edad [~ ~ Q Pu~ 
¡¡¡-+-_.¡¡;.-!-~~ 

)8 

CYP2DIM 

wW 

wIw wIw 
wlw wl4 

:== ~~4-~-+~~~~~_~1 . ~+-_~~~~_~~~_ -§ 
PFO ~2 .. 5 , . wIw 
'Fl ,2502 !90 2. wl w-4 
PFl -2002 435 2.)2 w w wIw 

~:~-!-;-4-~ l ~ W -+_~~~~:~W~ -!--~~--4 

,-, 
.~ 

'1-,-
1-
¡-' 

J-
I-

1-
¡
:-

• 2. )6 YOW wIw 
w.w wlw 
VI, VII' 

""w wlw 

."" "l' '"w wIw 
"'w wW 
w.w ww 
wIw ww 
wIw ww 
VI.W W 

W 

W 

w 

~ 'l_ 
• Homoc~golos nonnalcs (I-w) ~ Hclerocigolos para el '3 ( IV':J) 
• Homoclgolos mutado (4'_4) • HClcrocigolos pllra el '. (IV'_4) 
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Tabla 16 Continuación ... 

Paciente Edad 

~ ~ 
CYP2!l6"3 CYP2D6"4 

55 

I ! ~ 
60 
50 =i w IW 

PM 5( 

' PM 5:l 

:.== 
50 70 

8(J w'w . 4 
50 2.2 wIw VI 'w 

1() 7<; 
;:¡ 383 \.8 ,. "'- VI 'w 
73 w'w 
61 87 wIw w IN 

.10. 
7B oo wIw w'w 

• Homocigolos nonnalcs r::.~» ! Helerocigolos para el *3, ~::~::~ 
Homocigolos mulado Heterocigolos para el *.¡ • • 

Tabla 17. Lista de DNA genómico de los 131 controles 
pertenecientes a la población mestiza mexicana mayores de 49 
años y Sin rastro de presentar alguna enfermedad 
neurodegenerativa que conforman el banco de DNA creado en 
este estudio 

I,-\] 

Control Edad __ ~ " DMA CYP2!l6"3 
,"~I1I11J Pureza 

CYP2OS-4 

54;0 w IN .""" . 
59 35 wlN wi4 
74 75 .. IN wJw 

,,<lO ww '1114 m ns wlN wlw 
~-t--i<7-+--i: 111'="'85,,-;""_- -f+ _-_- ~~"'~ _--1--_-_-j W#lNc~~.:t~~~#wIw~~~~ 1 

lO2 =- wlN wl4 

-2002 4 

;:¡ 

wlN "IN 
wlN wlN 
wlN wlN 

w 
ww ww 
wlN wIw 
ww 
wlN wJw 

ww 
wlN "IN 

VI IN 
ww 
wv' 
VlIN 
VI IN 

wlN 
"IN 
ww 

wlN 
wlN 
'111, 

wlN 
wlN 
w 

• Homocigolos nonnalcs (:~.w) ~ Helerocigolos para el *3 (w/_3) 

• HomocigOIOS mulado (4/ •. ,) • Helerocigolos para el o.¡ (IV/., ) 

RESULTADOS 
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Tabla 17. Ce 

.-
' -C 

-

.
' 
-

1-
!-,-
1-
-

1-
j-
i-

Control 

73 

DNA 
Pureza 

,. 

,. 

CYP206"3 

wIw 
wIw .. 
w. 
w 
ww 

w, .. 
wW 
ww 
ww 
w. 
ww 
ww 
wW 
w.w 
W.W 

ww 
ww 
ww 

ww 
Ww 
ww 
W.W 
w.W 
ww 
w/w 

ww 

ww 
wW 

w,w 

'VI 

CYP2D6'4 

wIw 
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6.2 Extracción del DNA genómico 

El DNA genómico se extrajo según los procedimientos antes señalados. No se eligió solo un 

metodo de extracción de DNA genómico debido a que los dos métodos utilizados en esta técnica nos 

dieron una buena pureza y un buen rendimiento de DNA genómico; cabe mencionar que el método 

más rápido (aproximadamente 1 Y. hrs.) y que brinda una mayor pureza de DNA genómico es el 

método en columna del Kit de QIAGE ~ por columna, aunque la concentración de DNA genómico 

no era la suficiente como para crear un banco de DNA, por lo que se tuvieron que intercalar los dos 

protocolos de extracción de DNA genómico descritos en este trabajo (método de sales-fenol

cloroformo y el método por columna de QIAG~ para la creación del banco de DNA genómico 
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tanto de pacientes con enfermedad de Parkinson como de controles mayores de 50 años, así como 

para la genotipificación de los alelo s CYP2D6*3 y CYP2D6*4 estudiados en este trabajo. 

6.3 Análisis espectrofotométrico y electroforético del DNA genómico 

Debido a que el objetivo de este trabajo no fue el buscar el método de extracción de DNA 

genómico más eficiente, no se comparan los rendimientos y las purezas de los DNA genómicos 

extraidos por los dos métodos antes mencionados. En las tablas 16 y 17 se muestran las 

concentraciones de los DNA genómicos extraídos, así como las purezas de los mismos; el promedio 

de las concentraciones de DNA genómico extraído fue de 500 n
g
/ Ill y el de las purezas fue de 1.94 

juntando las muestras de controles como de pacientes que suman un total de 192 muestras de DNA 

genómico. 

En la figura 9 se muestra un gel de agarosa al 0.8%, teñido con bromuro de etidio y 

visualizado con luz ultravioleta, en el cual, se puede observar la integridad del DNA genórnico 

extraído por las técnicas ya mencionadas. 

Figura 9. 
Foto representativa de 192 muestras de DNA 
genómico analizadas por electroforesis en 
gel de agarosa al 0.80/0, teñidas con bromuro 
de etidio y visualizadas con luz ultravioleta. 
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6.4 PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

Los productos de la reacción de PCR de los alelos CYP2D6*3 y CYP2D6*4 del CYP2D6 

tanto de pacientes como de controles se analizaron por electroforesis en cama horizontal en geles de 

agarosa al 3 % empleando un marcador de peso molecular (pBR322 DNA - No. V 8 - 587pb), Y se 

visualizaron con luz ultravioleta. En la figura 10 se observa un gel de agarosa al 3% en el que se 

representa el producto amplificado para el alelo CYP2D6*3 (270 pb) Y el producto amplificado para 

el alelo CYP2D6*4 (355 pb) de las 192 muestras estudiadas. 

434 

267 

6.5 RFLP (Restricción enzimática) 

355 pb 

270 pb 

Figura 10. 
Foto representativa de 192 muestras 
amplificadas por PCR para el alelo 
CYP2D6*3 y CYP2D6*4 analizadas 
por electroforesis en geles de agarosa 
al 3%, teñidos con bromuro de etidio y 
visualizadas con luz ultravioleta. 

En la figura 11 se presenta un gel de poliacrilarnida al 15 % el cual se trató con bromuro de 

etidio y fue resuelto con luz UV, en él, se pueden observar los 2 genotipos encontrados para el 

polimorfismo CYP2D6* 3 tanto en las muestras de pacientes como en las muestras de controles 

analizadas en este estudio. En el carril número 1, se muestra el marcador de peso molecular (pBR322 

DNA - No. V 8 - 587 pb), en el carril 3 se observan las 4 bandas características (189, 167, 81 Y 20 

pb) correspondientes a un genotipo heterocigoto (w/.3) con fenotipo metabolizador extenso, y en el 
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carril número 5, se muestra un genotipo homocigoto normal (w/.w) con fenotipo metabolizador 

extenso el cual presenta dos bandas características (189 y 81 pb) producto de la restricción de 

fragmentos de longitud variable (RFLP) que se hizo a cada producto amplificado por PCR (carril 2 y 

4) con la enzima de restricción Msp 1; tómese en cuenta que las 2 bandas que se distinguen casi al 

final del gel en los carriles 2, 3, 4, Y 5, son correspondientes a los oligonucleótidos utilizados en la 

restricción de los amplificados de la PCR, excepto la franja de 20 pb del carril 3, distíngase la 

tonalidad de la misma con respecto a la de los demás carriles, lo cual indica ser la banda de 20 pb 

correspondiente al genotipo heterocigoto que se sobrelapa con la banda de un oligonucleétido. 

270 

189 

167 

81 

20 

CYP2D6*3 

M PCR "N,... PCR 'W/'W 

1 2 3 4 5 

Figura 11. Gel de poliacrilamida al 15% para 
identificar los genotipos del alelo CYP2D6*3. 
Carril 1, marcador de peso molecular (pBR322 
DNA); carril 2, producto de amplificación por 
PCR; carril 3, heterocigoto ( w¡.,) - producto de la 
restricción con la enzima Msp 1 de la muestra del 
carril 2; carril 4, producto de amplificación por 
PCR; carril 5, homocigoto ( w¡.w) - producto de la 
restricción con la enzima Msp 1 de la muestra del 
carril 4. Las 2 bandas que se distinguen abajo del 
gel en los carriles 2, 3, 4 Y 5, son las 
correspondientes a los oligonucleótidos utilizados 
en la restricción de los amplificados de la PCR, 
excepto la banda de 20 pb del carril 3, distingase la 
tonalidad de la misma con respecto a la de los 
demás carriles, lo cual indica ser la banda de 20 pb 
correspondiente al genotipo heterocigoto que se 
sobrelapa con la banda de un oligonucleótido. 
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En la figura 12 se presenta un gel de poliacrilamida al 8 % el cual se trató con bromuro de 

etidio y fue resuelto con luz U.V. , en él, se pueden observar los genotipos encontrados para el 

polimorfismo CYP2D6*4 en las 61 muestras de pacientes y en las 131 muestras control analizadas 

hasta este momento. En los carriles número 1 y 8, se muestra el marcador de peso molecular 

(pBR322 DNA - No. V 8 - 587 pb), en el carril 3 se observan las 3 bandas características (355, 250, 

Y 105 pb) correspondientes a un genotipo heterocigoto (W/.4) con fenotipo metabolizador extenso, 

en el carril número 5, se muestra un genotipo homocigoto normal ( W/.w) con fenotipo metabolizador 

ext~nso el cual presenta dos bandas características (250 y 105 pb), Y en el carril 7, se observa la 

banda característica de un genotipo homocigoto mutado (41'4) con fenotipo metabolizador lento 

producto de la restricción de fragmentos de longitud variable (RFLP) que se realizó a cada producto 

amplificado por PCR (carril 2, 4 Y 6) con la enzima de restricción Mva l . Cabe mencionar que el 

genotipo homocigoto mutado ( 41'4) solo se encontró en uno de los 61 pacientes estudiados en este 

trabajo, no obstante, no se encontró ningún homocigoto mutado en los 131 controles estudiados en 

este trabajo. 

6.6 Frecuencias alélicas 

Se analizaron 61 muestras de pacientes con enfermedad de Parkinson, de los cuales, como se 

puede ver en la tabla 18, se obtuvo un 73% de pacientes con genotipo homocigoto normal ( W/.w), lo 

cual indica que presentan el fenotipo metabolizador extenso o rápido; 2% de pacientes con genotipo 

heterocigoto para el polimorfismo CYP2D6* 3 ( W/•3), indicando que presentan el fenotipo 

metabolizador extenso; un 23% de pacientes con genotipo heterocigoto para el polimorfismo 

CYP2D6*4 (W/.4), indicando que presentan el fenotipo metabolizador extenso. De las 61 muestras 

de DNA pertenecientes a los pacientes con enfermedad de Parkinson, no se encontró ninguno que 

presente el genotipo heterocigoto compuesto ( 3/'4) que indicaría un fenotipo metabolizador pobre o 

lento; de la misma forma, tampoco se encontró algún paciente con genotipo homocigoto mutado para 

el alelo 3 (l/'3), y solamente un paciente de los 61 analizados (2%) presento el genotipo homocigoto 

mutado para el alelo *4 (41'4) que corresponde a un fenotipo metabolizador lento. 
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Figura 12. Gel de poliacilamida 
al 8% para identificar los 
genotipos del alelo CYP2D6*4. 
Carriles 1 y 8, marcador de peso 
molecular (pBR322 DNA); carril 
2, producto de amplificación por 
PCR; carril 3, heterocigoto 
\"1'4) producto de la 
restricción con la enzima Moa I 
de la muestra del carril 2; carril 
4, producto de amplificación por 
PCR; carril 5, homocigoto 
(WI. w) - producto de la 
restricción con la enzima Moa I 
de la muestra del carril 4; carril 
6, producto de amplificación por 
PCR; carril 7, homocigoto 
mutado ('l.,) - producto de la 
restricción con la enzima Mva 1. 

Respecto al grupo control, se analizaron 131 muestras de voluntarios mayores de 49 años sin 

indicios de presentar alguna enfermedad neurodegenerativa, de los cuales, se muestra la frecuencia 

genotípica en la tabla 18; como se puede ver, se ha obtenido un 76% de voluntarios con genotipo 

homocigoto normal (W/.w), lo cual indica que presentan el fenotipo metabolizador extenso o rápido; 

2% de voluntarios con genotipo heterocigoto para el polimorfismo CYP2D6*3 (W/.3), indicando que 

presentan el fenotipo metabolizador extenso; y un 22% de voluntarios con genotipo heterocigoto 

para el polimorfismo CYP2D6*4 (W/.4), indicando que presentan el fenotipo metabolizador extenso. 

De las 131 muestras de DNA pertenecientes a los voluntarios mayores de 49 años, no se encontró 

ninguno que presente el genotipo heterocigoto compuesto (3/'4) que indicaría un fenotipo 

metabolizador pobre o lento; de la misma forma, tampoco se encontró algún paciente con genotipo 
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homocigoto mutado ni para el alelo *3 (3/'3), ni para el alelo *4 C /'4) los cuales presentarían el 

fenotipo metabolizador pobre. 

Tabla 18. Frecuencias genotípicas de la población mexicana con enfermedad de Parkinson 
de voluntarios sin enfermedades neurodegeneratlvas 

Pacientes Controles 
Fenotipos Genotipo con enfermedad de Parkinson sin enfermedades neurodegenerativas 

metabolizadores CYP2D6 Total Total 
(n = 61) Frecuencia % (n = 131) Frecuencia % 

Extensos ~ . ~ .. 45 0.73 73 100 0.76 76 ME I·w 
Extensos -" 1 0.02 2 2 0.02 2 ME "W¡.3 

Lentos "~0I1IlIIlI" O 0.00 O O 0.00 O MP 3/"'3 

Extensos ff""",dIOtOl 14 0.23 23 29 0.22 22 ME -w¡ ... 

Lentos H~ .. ......... 1 0.02 2 O 0.00 O MP 4/", .. 

En la tabla 19 se muestran las frecuencias alélicas encontradas en el grupo de pacientes y de 

controles estudiados en este trabajo; el alelo *1 (*W), se refiere al alelo funcional tipo silvestre del 

CYP2D6, el cual se presentó en un 87% en pacientes con parkinson y en un 88% en el grupo 

control; el alelo no funcional *3, se refiere a la presencia de la mutación A 2637 en el exón 5 del 

CYP2D6, el cual se presentó en un 1% tanto en pacientes con parkinson como en el grupo control; y 

el alelo no funcional *4, se refiere a la presencia de la mutación G193,¡A en el intrón 3 - unido al 

exón 4, el cual se presentó en un 12% en pacientes con enfermedad de parkinson y en un 11 % en el 

grupo control analizado. 

Tabla 19. Frecuencias alélicas de la población mexicana con enfermedad de 
Parkinson v de voluntarios sin enfermedades neurodegenerativas 

Alelos Pacientes Controles 
CYP2D6 con enfermedad de Parkinson sin enfermedades neurodel'.enerativas 

n = 61x2 Frecuencia % n = 131x2 Frecuencia % 
*1 106 0.87 87 231 0.88 88 
*3 1 0.01 1 2 0.01 1 
*4 15 0.12 12 29 0.11 

, 
11 

- -
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Se aplico una prueba de hipótesis para dos muestras independientes a las frecuencias 

genotípicas encontradas tanto en el grupo de pacientes como en el grupo control; realizándose una 

prueba de Xi cuadrada y calculándose la razón de momios (OR) e intervalos de confianza al 95% (le 

95%). En la tabla 20, se muestran los datos obtenidos. 

Secuencia CYP2D6 Valor de p 

RM = Razón de momios; re = intervalos de confianza 
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7. Discusión de resultados 

Barbeau y colaboradores en el año de 1985 plantearon la hipótesis que sugiere que los 

metabolizadores pobres de eYP2D6 tienen un incremento de susceptibilidad a desarrollar la 

enfermedad de Parkinson debido al daño neuronal causado por la destoxificación lenta de 

neurotoxinas, de acuerdo a su estudio farmacocinético que media la actividad enzimática de la 

eYP2D6. Hasta el momento se han descrito muchas variaciones genéticas en el sistema CYP2D6, 

ya que se han identificado más de 70 alelo s diferentes, siendo el polimorfismo B la mutación mas 

común (CYF2D6*4) que involucra una sustitución de una base de G por una A en el nucleótido 1934 

y que presenta una frecuencia alélica del 21.5 al 28.6% en población caucásica. La segunda mutación 

más común es el polimorfismo A (CYF2D6*3) que tiene una frecuencia alélica del 2.7% en 

población caucásica e involucra una deleción de la A2637 en el exón 5. Todas las demás mutaciones 

identificadas son raras y constituyen menos del 1 % de todas las variaciones alélicas del CYF2D6 

(Schur y col. , 2001). Estas mutaciones causan una actividad baja de la enzima CYP2D6 la cual está 

involucrada en el metabolismo oxidativo de más del 25% de los fármacos que actualmente se utilizan 

en la práctica clínica, así como de diversas neurotoxinas ambientales como el MPTP la cual causa 

síndromes parkinsonianos irreversibles en humanos y monos debido a la destrucción de neuronas 

dopaminérgicas en la sustancia negra del cerebro, que es el centro de control motriz. 

Existen reportes de estudios a nivel molecular sobre la asociación del fenotipo metabolizador 

pobre o lento y el genotipo de la eYP2D6 con la etiología de la enfermedad de Parkinson, como es el 

caso del reportado por Armstrong y colaboradores (1992) en población inglesa (CYP2D6 *4; razón 

de momios 2.7, le 95%: l.l4-6.41) y el reportado por McCann y colaboradores (1997) en población 

australiana (CYP2D6 *4; razón de momios 1.7, lC 95%: 0.94-2.45). Sin embargo, también existen 

trabajos que no apoyan esta hipótesis, como es el caso de los estudios hechos en población alemana 

por Gasser y colaboradores (1996); en población china en el año de 1998 por Chan y colaboradores; 

y más recientemente en población española (Navarra) por Guerrero y colaboradores (2002), por citar 

algunos trabajos. Algunos autores lo explican diciendo que en poblaciones en las cuales se ha 

encontrado una alta frecuencia de metabolizadores pobres, si se puede hacer la correlación entre el 
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genotipo homocigoto mutado y el fenotipo PM con la etiología de la enfermedad de Parkinson, y en 

poblaciones donde la frecuencia es pequeña, esta correlación no tendría razón. 

En este estudio se caracterizaron dos formas alélicas no funcionales diferentes del gen 

CYP2D6 (CfP2D6*3 y CYP2D6*4) por análisis del mapa de restricción en un grupo formado por 61 

pacientes con EP y 131 controles (tabla 21). Todos los individuos pertenecen a la población mestiza 

mexicana de al menos dos generaciones. No se tomó en cuenta el sexo tanto en pacientes como en 

controles, ya que es irrelevante para el análisis genotípico . El alelo no funcional CYP2D6*3, estuvo 

presente en 1% tanto en el grupo control como en el de pacientes (tabla 19). El genotipo homocigoto 

mutado ' 3/'3 no se presentó ni en el grupo de pacientes ni en el control; sin embargo, el genotipo 

heterocigoto 'w/'3 se presentó en una frecuencia del 2% tanto en el grupo control como en el de 

pacientes (tabla 18). 

Tabla 21. Características de la población mestiza 
mexicana analizada en este trabajo 

Caracteristicas Casos (n = 61). Controles (n = 131) 
Sexo 

- Masculino 39 43 
- Femenino 22 88 

Edad (años) 
- Media (SD) 62.90 (±10.67) 70.15 (±1O.80) 
- Rango de edad 50 - 90 51 - 94 

.. ... 

El alelo no funcional CYP2D6*4, estuvo presente en un 11 % en el grupo control versus 12% 

en el grupo de pacientes con EP (tabla 19). El genotipo homocigoto mutado ' 4/'4 solo se presentó en 

el grupo de pacientes con una frecuencia del 2%; sin embargo, el genotipo heterocigoto 'w/'4 se 

presentó en una frecuencia del 22% en el grupo control versus 23% en el grupo de pacientes 

(tabla 18). 

El alelo funcional CYP2D6* J fue el más común tanto en el grupo control como en el de 

pacientes, presentándose con una frecuencia del 88% en el grupo control versus 87% en el grupo de 

pacientes (tabla 19). El genotipo homocigoto normal 'w/' w se presento con una frecuencia del 76% 

en el grupo control versus 73% en el grupo de pacientes (tabla 18). 
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No obstante, al hacer la correlación de fenotipos , se observa que el 100% de la población 

control versus el 98% de los pacientes estudiados en este trabajo presentan el fenotipo metabolizador 

extenso (ver tabla 18), indicando que presentan una actividad enzimática (CYP2D6) nonual. En 

concordancia con estudios previos (Armstrong y col., 1992; McCann y col. , 1997), no se halló 

ninguna evidencia estadísticamente significativa de que la presencia de mutaciones en el gen 

CYP2D6 se relacione con una mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedad de Parkinson 

esporádica en población mestiza mexicana. 

La presencia del alelo CYP2D6*4 (24.60% en el grupo de pacientes versus 22.14% en el 

grupo control: r,azÓ¡¡ de momios 1.147, IC 95% 0.562-2.342) y la presencia del alelo CYP2D6*3 

(1.64% en el grupo de pacientes versus 1.53% en el grupo control: razón de momios 1.075, IC 95% 

0.096-12.08) nos indican que no existe evidencia estadísticamente significativa para decir que existe 

una asociación de los genotipos mutados del tipo CYP2D6 (CYP2D6*3 y CYP2D6*4) estudiados en 

este trabajo con la etiología de la enfermedad de Parkinson, ya que no existe diferencia (p > 0.05) 

entre el fenotipo metabolizador pobre encontrado en el grupo de pacientes con respecto al hallado en 

el grupo control (ver tabla 20) .. 

Al comparar la razón de momios encontrada en la población mexicana estudiada con la 

encontrada en trabajos que sí encuentran asociación, podemos corroborar lo antes señalado (ver 

tabla 22). Aún cuando se aumentó proporcionalmente el tamaño de muestra en la razón de momios 

aplicada a los datos antes mencionados, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas, 

por lo tanto, no es necesario aumentar el tamaño de muestra ni de pacientes ni de controles, ya que la 

frecuencia encontrada del genotipo mutado tanto del alelo *3 como del *4 son demasiado pequeñas. 

Tabla 22. Comparación de la razón de momios encontrada en población mexicana 
con l rt d t bl ' a repo a a en o ras pot aClOnes 

Secuencia CYP2D6 

Mexicanos CYP2D6 *4 ('/0"; 

Ingleses CYP2D6 *4 (4/ 0"; 

Australianos CYP2D6 "4 (4/ 0"; 

Casos Controles 
RM (95%, IC) 

n n 

61 131 1.147 (0.562 -2.342) 

53 72 2.7 (1.14 - 6.41) 

112 206 1.7(0.94 -2.45) 

RM - Razón de mODllos; 1 C - mtervalos de confianza 
Armstrong, 1992; MeCann, 1997. 
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En la tabla 23, se muestra la frecuencia alélica hallada en la población mexicana analizada, la 

cual podemos ver que estadísticamente es igual la encontrada en el grupo de pacientes con la hallada 

en el grupo control; comparándola con la reportada en otras poblaciones en las cuales tampoco 

encuentran asociación del genotipo mutado de CYP2D6 (*3 y *4) con la enfermedad de Parkinson, 

podemos observar que la frecuencia del alelo funcional CYP2D6*1 y del alelo no funcional 

CYP2D6*4 son similares a la encontradas en la población española y la alemana, en contraste, a la 

reportada del 1% en población china (Chan, 1998). Respecto a la frecuencia del alelo no funcional 

CYP2D6*3, este alelo no se encuentra presente ni en la población española, alemana, ni china, 

estudiadas por Chan, 1998; Guerrero, 2002; Gasser, 1996, y sus colaboradores respectivamente. En 

la población mexicana analizada en este trabajo se encontró en una frecuencia del 1% del alelo no 

funcional CYP2D6*3. 

Tabla 23. Comparación de la frecuencia alélica encontrada en población mexicana 
con la reportada en otras poblaciones en las que no encontraron asociación con la 
EP 

Casos Controles 
Frecuencia alélica 

Población Awciación 
(n) (o) Casos Controles 

*1 *3 *4 *1 *3 *4 

Españoles No 46 54 0.84 0.00 0.16 0.75 0.00 0.25 

Chinos No 215 313 0.99 0 .00 0.0\ 0.99 0 .00 0.01 

Alemanes No 115 73 0.79 0.00 0.21 0.80 0.00 0.20 

Mcxicllnos No 61 131 0.87 0.01 0.12 O.S!! O'<ll 0.11 

Chao, 1998; Guerrero. 2002; Gasscr. 1996. 

Dado los resultados obtenidos a nivel genotipo en el presente trabajo, no se puede asegurar 

que el fenotipo metabolizador lento no este asociado como factor de riesgo en la etiología de la 

enfermedad de Parkinson en la población mestiza mexicana, ya que como se ha mencionado 

anteriormente, el gen CYP2D6 es muy polimórfico y en este trabajo solo se analizaron los alelo s 

CYP2D6*3 y CYP2D6*4. 

Por lo tanto, se recomienda llevar a cabo un estudio farmacocinético que mida la actividad 

enzimática de la CYP2D6 para la obtención del fenotipo de la población estudiada en el presente 
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trabajo; ya que al poder comparar el fenotipo con el genotipo ya analizado en este trabajo, se puede 

detectar más fácil otro polimorfismo genético no analizado, y tener así los elementos para asegurar la 

asociación del fenotipo MP con la etiología de la EP. Si el estudio farmacocinético y el genotípico 

presentaran el mismo fenotipo en cada paciente, la conclusión de este estudio se corroboraría; de no 

ser así, se podria esperar la presencia de alguna otra mutación del gen CYP2D6 no analizada en este 

estudio, ya que como anteriormente se ha mencionado, se han identificado más de 70 alelo s 

diferentes para este gen, de los cuales, en este trabajo solo se analizaron dos (CYP2D6* A Y *B). 

Secuenciando el gen CYP2D6 de las muestras donde el fenotipo no haya coincidido con el 

genotipo, y comparando estas con la secuencia normal del gen (estudio farmacocinético y 

genotípico), se podría identificar la mutación que estuviese presente en estos pacientes, la cual en 

teoria, no debiera ser ni la mutación * A ni la *B, sino tal vez, alguna otra (reportada o no reportada). 

Por otra parte, si no se encontraran diferencias en la secuencia del gen, se podria esperar un error en 

el estudio farmacocinético, debido tal vez, a la presencia de alguna o algunas variables que 

estuviesen interfiriendo en este. Como pudieran ser, las diferencias interindividuales a la respuesta 

metabólica, algún trastorno en hígado, la interacción entre medicamentos en su tratamiento, los 

hábitos de alimentación del paciente, e incluso el engaño del paciente al tomar el fármaco testigo, o 

al hacer la recolección de orina, entre otros. 
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8. Conclusiones 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir: 

o Debido a que no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en las frecuencias 

alélicas y genotípicas encontradas en el grupo control como en el de pacientes con EP, podemos 

asegurar, que no existe asociación de los ale.los mutados estudiados en este trabajo (CYP2D6*3 y 

CYP2D6*4) como factor de riesgo en la etiología de la enfermedad de Parkinson. 

Ya que hasta la fecha no se ha reportado ningún trabajo que estudie la frecuencia de algún 

polimorfismo del gen CYP2D6 en población mestiza mexicana, podemos dar a conocer las 

frecuencias encontradas del alelo funcional CYP2D6*1, como el de los alelo s no funcionales 

CYP2D6*3 y CYP2D6*4 tanto en población mestiza mexicana mayor de 50 años sin indicios de 

presentar alguna enfermedad neurodegenerativa, como en pacientes mestizo mexicanos con 

enfermedad de Parkinson idiopática. 

o El alelo que se presenta con mayor frecuencia tanto en población mestiza mexicana sin 

indicios de presentar alguna enfermedad neurodegenerativa mayor de 50 años como en pacientes 

mestizo mexicanos con EP idiopática; fue el alelo funcional CYP2D6*1 (88% y 87%, 

respectivamente). 

o El alelo no funcional CYP2D6*3 fue el menos frecuente (1 %) tanto en el grupo control como 

en el grupo de pacientes con EP idiopática. 

o El alelo no funcional CYP2D6*4 se presenta en un 11 % en la población control, y en un 

12% en pacientes con EP idiopática. 
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t¡) El genotipo homocigoto normal .w/.w se presento con una frecuencia del 76% en el grupo 

control verslIs 73% en el grupo de pacientes. 

~ El homocigoto mutado ' 3/'3 no se presentó ni en el grupo de pacientes ni en el de controles; 

sin embargo, el genotipo heterocigoto ' w/'3 se presentó en una frecuencia del 2% tanto en el 

grupo control como en el de pacientes. 

~ El genotipo homocigoto mutado ' 4/' 4 solo se hizo presente en el grupo de pacientes con una 

frecuencia del 2%; sin embargo, el genotipo heterocigoto 'w/'4 se presentó en una frecuencia del 

22% en el grupo control verSl/S 23% en el grupo de pacientes. 

o Al hacer la correlación de fenotipos, podemos ver que el 100% de la población control verSl/S 

el 98% de los pacientes estudiados en este trabajo presentan el fenotipo metabolizador extenso, 

indicando que presentan una actividad enzimática (CYP2D6) normal. 
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ANEXOS 

9.1 Preparación de reactivos 

Amortiguador de lisis de glóbulos rojos (RCLB) 
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solución 

• TRIS lMpH7.6 10m! 
• MgCh 1 M 5 mI 
• NaCI 5 M 2 m! 
• Aforar con H20 desionizada estéril 

TRIS 1 M 

NOTA: Esterilizar por filtración (0 0.22 ¡lm) y almacenar a temperatura 
ambiente. 

Cantidad necesaria para preparar 1 L de solución 

• 121.14 g de TRIS-base SIGMA <1> 

• Ajustar pH con HCI concentrado 
o pH 7.4 .......... 70 mI 
o pH7.6 .......... 60 m! 
o pH 8.0 ........ .. 42 mI 

• Aforar con H20 desionizada estéril 

NOTA: Esterilizar en autoclave (15psi) y almacenar a temperatura ambiente. 

4.. Cloruro de magnesio (MgCI2) 1 M 
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solución stock 

• MgCh 1 M 203.3 g 
• Aforar con H20 desionizada estéril 

NOTA: Esterilizar en autoclave (15psi) y almacenar a temperatura ambiente. 

.. Cloruro de sodio (NaCl) 5 M 
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solución stock 

• NaCI 5 M 292.5 g 
• Aforar con H20 desionizada estéril 

NOTA: Esterilizar en autoclave (15psi) y almacenar a temperatura ambiente. 
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,¡. Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% pH 7.2 
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solución 

• SDS grado electroforético 
• HzO desionizada estéril 
• Disolver a 68° C 

100.0 g 
900.0 mi 

• Ajustar el pH a 7.2 con unas gotas de HCI (0.5 M) 

ANEXOS 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente. 

Solución de FENOL saturado 
Cantidad necesaria para preparar aproximadamente I L de solución 

• Fundir FENOL saturado en baño maría a 68° C 
• 480 mi de FENOL fundido 
• 320 mi HzO desionizada estéril 
• 3.2 mi ~-Mercaptanol 
• 6.4 mi TRIS 1 M pH 8 
• 480 mg 8-Hidroxiquinolina 
• Mezclar la solución toda la noche protegiéndola de la luz 
• Ajustar el pH a 7.6 con NaOH 20 N 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a 4° C. 

,¡. Solución de FENOL : CLOROFORMO: ALCOHOL ISOAMÍLICO 
Cantidad necesaria para preparar 500 mi de solución (25 : 24 : 1) 

• Solución de Fenol saturado 
• Cloroformo ( absoluto) 
• Alcohol isoamílico (absoluto) 

250 mi 
240 mi 

10 mi 

NOTA: No es necesario esteri lizar; almacenar a 4° C. 

.. Solución de CLOROFORMO: ALCOHOL ISOAMÍLICO 
Cantidad necesaria para preparar 500 mi de solución (24 : 1) 

• Cloroformo 
• Alcohol isoamílico 

480 mi 
20 mI 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a 4° C. 
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'" Amortiguador TRIS - Borato (TBE 10 X) 
Cantidad necesaria para preparar 2 L de solución stock 

• TRIS-base SIGMA ® 

• Ácido bórico 
• EDTA 
• Aforar con H20 desionizada estéril 

216.0 g 
1 \0.0 g 

18.6 g 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente . 

... Bromuro de etidio (10 mg!ml) 
Cantidad necesaria para preparar 5 mi de solución stock 

• Bromuro de etidio 
• H20 desionizada estéril 

50.0 mg 
5.0 mi 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente. 

... Si se requiere hacer una disolución de alguna de las soluciones stock antes mencionadas, utilizar 
la siguiente fórmula: 

Donde: 
CI = Concentración I 
VI = Volumen 1 
C2 = Concentración 2 
V2 = Volumen 2 

9.2 Preparación de geles y colorantes para geles no desnaturalizantes 

Gel de agarosa al 0.8 % 
Cantidad necesaria para preparar 250 mi de gel 

• Agarosa 2 g 
• Amortiguador TBE 0.5 X 248 mi 
• Disolver y homogeneizar con calentamiento 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente. 
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.. Gel de agarosa a13 .0 % 
Cantidad necesaria para preparar 250 mI de gel 

• Agarosa 7.5 g 
• Amortiguador TBE 0.5 X 242.5 mI 
• Disolver y homogeneizar con calentamiento 

NOTA: No es necesario esteri lizar; almacenar a temperatura ambiente. 

Gel de poliacrilamida al 8.0 % 
Cantidad necesaria para preparar 70.042 mI de gel 

• H20 desionizada estéril 

• TBE IOX 
• Acrilamida al 40 % 
• Persulfato al 10 % 
• TEMED (N,N,N' ,N' - Tetrametiletilendiamina) 

48.3 mi 
7.0 mi 

14.0 mI 
700.0 ~I 

42.0 ~I 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente. 

j. Gel de poliacrilamida al 15 % 
Cantidad necesaria para preparar 70.042 mi de gel 

• H20 desionizada estéril 
• TBE 10X 
• Acrilamida al 40 % 
• Persulfato al 10 % 
• TEMED (N,N,N' ,N' - Tetrametiletilendiamina) 

36.0 mI 
7.0 mI 

26.3 mi 
700.0 ~I 

42.0 ~I 

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente. 

A Acrilamida al 40% 
Para preparar 500 mI de solución 

• Acrilamida 
• Bisacrilamida 
• Disolver en 250 mI de agua desionizada estéril 
• Llevar a 500 mi con agua desionizada estéril 

193.35 g 
6.65 g 

250.00 mI 
50.00 mI 

NOTA: Proteger de la luz y almacenar a 4° C. 
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9.3 Preparación de colorantes para geles no desnaturalizan tes 

A) 

• Azul de bromofenol 0.25% 

• Xilén cianol FF 0.25% 

• Glicerol 30.0% 

• Agua desioDizada estéril 69.5% 

NOTA: Almacenar a 40 C. 

B) 

• Azul de bromofenol 0.25% 

• Xilén ciaDol FF 0.25% 

• Ficol tipo 400 15.0% 

• Agua desionizada estéril 84.5% 

NOTA: Almacenar a temperatura ambiente. 

9.4 Secuencia normal del gen CYP2D6 

1: M33388. Human cytochrome Related Sequences. OMIM. Protein. PubMed. Taxonomy. 
... [gi: 181303] 
LOCUS 
DEFINITION 
ACCESSION 
VERSION 
KEYWORDS 
SOURCE 

UniSTS. LinkOut 
HUMCYP2D6 9432 bp DNA linear PRI 22 - NOV-1 99 4 
Huma n cytochrome P450 IID6 (CYP2D6) gene , compl ete cds. 
M33388 
M33388.1 GI :181303 
cytochrome P450 ; cytochrome P450 IID6. 
Human DNA, clone 1 ambda2D-18/2 . 

ORGANISM Horno sapiens 
Eukaryota¡ Metazoa¡ Chordata¡ Craniata ¡ Vertebrata ¡ Euteleostomi¡ 
Marnmalia ¡ Eutheria ¡ Primates ; Catarrhini¡ Hominidae ¡ Horno . 

REFERENCE 1 (bases 1 to 9432) 
AUTHORS Kimura , S., Urneno,M., Skoda , R . C., Meyer ,U.A. and Gonzalez ,F.J. 
TITLE The human debrisoquine 4- hydroxylase (CYP2D) locus: sequence and 

identification of the polymorphic CYP2D6 ge ne , a related gene , and a 
pseudogene 

JOURNAL Am. J. Hum. Genet. 45 (6) , 889- 904 (1989) 
MEDLINE 90072069 

PUBMED 257400 1 
COMMENT Draft entry and computer-readable sequence for [Am . J. Hum. Genet . 

45 , 889- 904 (1989)] kindly submitted 
by S . Kimura , 29 - MAR- 1990 . 
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FEATURES 
source 

mRNA 

exon 

CDS 

intron 

exon 

intron 

exon 

intron 

exon 

ANEXOS 

Location/Qualifiers 
1. .94 32 
/organism= "Horno sapiens" 
/db xref= "taxon : 9606 " 
/map= " 22q13 . 1 " 
join( 1532 .. 17 99 , 2503 .. 2674 , 3225 .. 3377 , 3466 .. 3626 , 
4060 .. 4236 , 4427 .. 4568 , 4776 .. 4963 , 5418 .. 5559 , 5658 .. 5909) 
/gene= "CYP2D6 " 
/ note="GOO- 132 - 127 " 
/product= "cytochrome P450 IID6 " 
1532 .. 1799 
/partial 
/gene= "CYP2D6 " 
/note= " cytochrome P450 IID6 ; GOO-132-127 " 
/number=l 
join(1532 .. 1799 , 2503 .. 2674 , 3225 .. 3377 , 3466 . . 3626 , . 
4060 .. 4236,4427 . . 4568 , 4776 .. 4963 , 5418 . . 5559 , 5658 .. 5909) 
/gene= "CYP2D6 " 
join(1620 .. 1799 , 2503 .. 2674 , 3225 .. 3377 , 3466 .. 3626 , 
4060 .. 4236,4427 .. 4568 , 4776 .. 4963 , 5418 .. 5559 , 5658 .. 5836) 
/gene= "CYP2D6 " 
/codon start=l 
/product="cytochrome P450 1ID6 " 
/protein id= "AAA53500 . 1 " 
/db xref;;"GI: 181304 " 
/db-xre f ="GDB : GOO-132-127 " 
/tran slation="MGLEALVPLAVIVAIFLLLVDLMHRRQRWAARYPPGPLPLPGLG 
NLLHVDFQNTPYCFDQLRRRFGDVFSLQLAWTPVVVLNGLAAVREALVTHGEDTADRP 
PVPITQILGFGPRSQGVFLARYGPAWREQRRFSVSTLRNLGLGKKSLEQWVTEEAACL 
CAAFANHSGRPFRPNGLLDKAVSNVIASLTCGRRFEYDDPRFLRLLDLAQEGLKEESG 
FLREVLNAVPVLLHIPALAGKVLRFQKAFLTQLDELLTEHRMTWDPAQPPRDLTEAFL 
AEMEKAKGNPESSFNDENLRIVVADLFSAGMVTTSTTLAWGLLLMILHPDVQRRVQQE 
IDDVIGQVRRPEMGDQAHMPYTTAVIHEVQRFGDIVPLGVTHMTSRDIEVQGFRIPKG 
TTLITNLSSVLKDEAVWEKPFRFHPEHFLDAQGHFVKPEAFLPFSAGRRACLGEPLAR 
MELFLFFTSLLQHFSFSVPTGQPRPSHHGVFAFLVSPSPYELCAVPR" 
1800 . . 2502 
/gene=" CYP2D6 " 
/note= " GOO- 132 - 127 " 
/numbe r=l 
25 03 .. 2674 
Igene= "CYP2D6 11 

/ no t e= " GOO-132-127 " 
/number=2 
2675 . . 3224 
/gene=" CYP2D6 " 
/note="GOQ-132-127 ; does not fit consensus " 
/number=2 
3225 .. 3377 
/gene= " CYP2D6 " 
/note= " GOO- 132 - 127 " 
/number=3 
3378 .. 3465 
/gene= "CYP2D6 " 
/note= " GOO- 132 - 127" 
/number=3 
3466 .. 3626 
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intron 

exon 

intron 

exon 

intron 

exon 

intron 

exon 

intron 

exon 

/gene="CYP2D6 " 
/note="G OO- 132- 127" 
/number=4 
3627 . . 4059 
/gene="CYP2D6 " 
/note= "GOO-1 32-127 " 
/number=4 
4060 .. 4236 
/gene="CYP2D6 11 

/note= "GOO - 132-127" 
/number=5 
4237 .. 4426 
/gene=" CYP2D6 " 
/note= "GOO-132 - 127 " 
/number=5 
4427 .. 4568 
/gene="CYP2D6" 
/note= "GOO - 132-127 " 
/number=6 
4569 .. 4775 
Igene="CYP2D6" 
/note= "GOO - 132-127" 
/number=6 
4776 .. 4963 
/gene= "CYP2D6 " 
/ note=" GOO - 132-127 " 
/number=7 
4964 .. 5417 
/gene= "CYP2D6 " 
/note= "GOO-1 32-127 " 
/number=7 
5 41 8 . . 5559 
/gene= "CYP2D6 " 
/note= "GOO-132-127 " 
/number=8 
5560 .. 5657 
/gene="CYP2D6" 
/ n ote= "GOO - 132- 127 " 
/ number=8 
5658 .. 5909 
/partial 
/gene="CYP2D6" 
/note="GOO - 132- 127" 
/number=9 

BASE COUNT 
ORIGIN 

1964 a 2647 e 2976 9 1845 t 

1 
61 

121 
181 
241 
301 
361 
421 
481 
541 

gaattcaaga 
agctgggatt 
ggtggatcac 
tctactgaaa 
gaggctgagg 
gcatcattgc 
caaaaaaaaa 
gggaggcagg 
tccggcctgg 
ctgaacaaag 

ccagcctgga 
gggtgcggtg 
ctgaagtcag 
atacaaaaag 
caggagaatt 
acaatggagg 
aaaaaaaaaa 
gggtccactt 
gcaacagagt 
gatcctccat 

caacttggaa gaacccggtc 
gctcatgcct ataatcccag 
gagttcaaga ctagcctggc 
ctagacgtgg tggcacacac 
gcttgaagcc tagaggtgaa 
ggagccacca gcctgggcaa 
aaagaattag gctgggtggt 
gatgtcgaga ctgcagtgag 
gagaccctgt qtaaagaaaa 
aacgttccca ccagatttct 

ANEXOS 

tctacaaaaa atacaaaatt 
cactttggga gcctgaggtg 
caacatggtg aaaccctatc 
ctgtaatccc agctacttag 
ggttgtagtg agccgagatt 
caagaggaaa tctccgtctc 
gcctgtagtc ccagctactt 
ccatgatcct gccactgcac 
aaaaaataaa gcaacatatc 
aatcagaaac atggaggcca 
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601 gaaagcagtg gaggaggacg accctcaggc agcccgggag gatgttgtca caggctgggg 
661 caagggcctt ccggctacca actgggagct ctgggaacag ccctgttgca aacaagaagc 
721 catagcccgg ccagagccca ggaatgtggg ctgggctggg agcagcctct ggacaggagt 
781 ggtcccatcc aggaaacctc cggcatggct gggaagtggg gtacttggtg ccgggtctgt 
841 atgtgtgtgt gactggtgtg tgtgagagag aatgtgtgcc ctaagtgtca gtgtgagtct 
901 gtgtatgtgt gaatattgtc tttgtgtggg tgattttctg cgtgtgtaat cgtgtccctg 
961 caagtgtgaa caagtggaca agtgtctggg agtggacaag agatctgtgc accatcaggt 

1021 gtgtgcatag. cgtctgtgca tgtcaagagt gcaaggtgaa gtgaagggac caggcccatg 
1081 atgccactca tcatcaggag ctctaaggcc ccaggtaagt gccagtgaca gataagggtg 
1141 ctgaaggtca ctctggagtg ggcaggtggg ggtagggaaa gggcaaggcc atgttctgga 
1201 ggaggggttg tgactacatt agggtgtatg agcctagctg ggaggtggat ggccgggtcc 
1261 actgaaaccc tggttatccc agaaggcttt gcaggcttca ggagcttgga gtggggagag 
1321 ggggtgactt ctccgaccag gcccctccac cggcctaccc tgggtaaggg cctggagcag 
1381 gaagcagggg caagaacctc tggagcagcc catacccgcc ctggcctgac tctgccactg 
1441 gcagcacagt caacacagca ggttcactca cagcagaggg caaaggccat catcagctcc 
1501 ctttataagg gaagggtcac gcgctcggtg tgctgagagt gtcctgcctg gtcctctgtg 
1561 cctggtgggg tgggggtgcc aggtgtgtcc agaggagccc atttggtagt gaggcaggta 
1621 tggggctaga agcactggtg cccctggccq tgatagtggc catcttcctg ctcctggtgg 
1681 acctgatgca ccggcgccaa cgctgggctg cacgctaccc accaggcccc ctgccactgc 
1741 ccgggctggg caacctgctg catgtggact tccagaacac accatactgc ttcgaccagg 
1801 tgagggagga ggtcctggag ggcggcagag gtgctgaggc tcccctacca gaagcaaaca 
1861 tggatggtgg gtgaaaccac aggctggacc agaagccagg ctgagaaggg gaagcaggtt 
1921 tgggggacgt cctggagaag ggcatttata catggcatga aggactggat tttccaaagg 
1981 ccaaggaaga gtagggcaag ggcctggagg tggagctgga cttggcagtg ggcatgcaag 
2041 cccattgggc aacatatgtt atggagtaca aagtcccttc tgctgacacc agaaggaaag 
2101 gccttgggaa tggaagatga gttagtcctg agtgccgttt aaatcacgaa atcgaggatg 
2161 aagggggtgc agtgacccgg ttcaaacctt ttgcactgtg ggtcctcggg cctcactgcc 
2221 tcaccggcat ggaccatcat ctgggaatgg gatgctaact ggggcctctc ggcaattttg 
2281 gtgactcttg c aaggtcata cctgggtgac gcatccaaac tgagttcctc catcacagaa 
2341 ggtgtgaccc ccacccccgc cccacgatca ggaggctggg tctcctcctt ccacctgctc 
2401 actcctggta gccccggggg tcgtccaagg ttcaaatagg actaggacct gtagtctggg 
2461 gtgatcctgg cttgacaaga ggccctgacc ctccctctgc agttgcggcg ccgcttcggg 
2521 gacgtgttca gcctgcagct ggcctggacg ccggtggtcg tgctcaatgg gctggcggcc 
2581 gtgcgcgagg cgctggtgac ccacggcgag gacaccgccg accgcccgcc tgtgcccatc 
2641 acccagatcc tgggtttcgg gccgcgttcc caaggcaagc agcggtgggg acagagacag 

2701 atttccgtgg gacccgggtg ggtgatgacc gtagtccgag ctgggcagag agggcgcggg 
2761 gtcgtggaca tgaaacaggc cagcgagtgg ggacagcggg ccaagaaacc acctgcacta 
2821 gggaggtgtg agcatgggga cgagggcggg gcttgtgacg agtgggcggg gccactgccg 
2881 agacctggca ggagcccaat gggtgagcgt ggcgcatttc ccagctggaa tccggtgtcg 
2941 aagtgggggc ggggaccgca cctgtgctgt aagctcagtg t gggtggcgc ggggcccgcg 
3001 gggtcttccc tgagtgcaaa ggcggtcagg gtgggcagag acgaggtggg gcaaagcctg 
3061 ccccagccaa gggagcaagg tggatgcaca aagagtgggc cctgtgacca gctggacaga 
3121 gccagggact gcgggagacc agggggagca tagggttgga gtgggtggtg gatggtgggg 
3181 ctaatgcctt catggccacg cgcacgtgcc cgtcccaccc ccaggggtgt tcctggcgcg 
3241 ctatgggccc gcgtggcgcg agcagaggcg cttctccgtg tccaccttgc gcaacttggg 
3301 cctgggcaag aagtcgctgg agcagtgggt gaccgaggag gccgcctgcc tttgtgcc ~ 

3361 ctt~ccaac cactc:s¡gtg ggtgatgggc agaagggcac aaagcgggaa ctgggaaggc 
3421 gggggacggg gaaggcgacc ccttacccgc atctcccacc cccaggacgc ccctttcgcc 
3481 ccaacggtct cttggacaaa gccgtgagca acgtgatcgc ctccctcacc tgcgggcgcc 
3541 gcttcgagta cgacgaccct cgcttcctca ggctgctgga cctagctcag gagggactga 
3601 aggaggagtc gggctttctg cgcgaggtgc ggagcgagag accgaggagt ctctgcaggg 
3661 cgagctcccg agaggtgccg gggctggact ggg¡¡cctcS[ll aa2a2 cai2:a tttgcataga 
3721 tgggtttggg aaaggacatt ccaggagacc ccactgtaag aagggcctgg aggaggaggg 
3781 gacatctcag acatggtcgt gggagaggtg tgcccgggtc agggggcacc aggagaggcc 
3841 aaggactctg tacctcctat ccacgtcaga gatttcgatt ttaggtttct cctctgggca 
3901 aggagagagg gtggaggctg gcacttgggg agggacttgg tgaggtcagt ggtaaggaca 
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3961 ggcaggccct gggtctacct ggagatggct ggggcctgag acttgtccag gtgaacgcag 
4021 agcacaggag ggattgagac cccgttctgt ctggtgtagg tgctgaatgc tgtccccgtc 
4081 ctcctgcata tcccagcgct ggctggcaag gtcctacgct tccaaaaggc tttcctgacc 
4141 cagctgqatq a2ct9:ctaac t~a9:cacagg atgacctggg acccagccca gcccccccga 
4201 gacctgactg aggccttcct ggcagagatg gagaaggtga gagtggctgc cacggtgggg 
4261 ggcaagggtg gtgggttgag cgtcccagga ggaatgaggg gaggctgggc aaaaggttgg 
4321 accagtgcat cacccggcga gccgcatctg ggctgacagg tgcagaattg gaggtcattt 
4381 gggggctacc ccgttctqtc cC9:ag:tat9:c tctcqqccct gctcaggcca aggggaaccc 
4441 tgagagcagc ttcaatgatg agaacctgcg catagtggtg gctgacctgt tctctgccgg 
4501 gatggtgacc acctcgacca cgctggcctg gggcctcctg ctcatgatcc tacatccgga 
4561 tgtgcagcgt gagcccatct gggaaacagt gcaggggccg agggaggaag ggtacaggcg 
4621 ggggcccatg aactttgctg ggacacccgg ggctccaagc acaggcttga ccaggatcct 
4681 gtaagcctga cctcctccaa cataggaggc aagaaggagt gtcagggccg gaccccctgg 
4741 gtgctgaccc attgtgggga cgcatgtctg tccaggccgt gtccaacagg agatcgacga 
4801 cgtgataggg caggtgcggc gaccagagat gggtgaccag gctcacatgc cctacaccac 
4861 tgccgtgatt catgaggtgc agcgctttgg ggacatcgtc cccctgggtg tgacccatat 
4921 gacatcccgt gacatcgaag tacagggctt ccgcatccct aaggtaggcc tggcgccctc 
4981 ctcaccccag ctcagcacca gcacctggtg atagccccag catggctact gccaggtggg 
5041 cccactctag gaaccctggc cacctagtcc tcaatgccac cacactgact gtccccactt 
5101 gggtgggggg tccagagtat aggcagggct ggcctgtcca tccagagccc ccgtctagtg 
5161 gggagacaaa ccaggacctg ccagaatgtt ggaggaccca acgcctgcag ggagaggggg 
5221 cagtgtgggt gcctctgaga ggtgtgactg cgccctgctg tggggtcgga gagggtactg 
5281 tggagcttct cgggcgcagg actagttgac agagtccagc tgtgtgccag gcagtgtgtg 
5341 tcccccgtgt gtttggtggc aggggtccca gcatcctaga gtccagtccc cactctcacc 
5401 ctgcatctcc tgcccaggga acgacactca tcaccaacct gtcatcggtg ctgaaggatg 
5461 aggccgtctg ggagaagccc ttccgcttcc accccgaaca cttcctggat gcccagggcc 
5521 actttgtgaa gccggaggcc ttcctgcctt tctcagcagg tgcctgtggg gagcccggct 
5581 ccctgtcccc ttccgtggag tcttgcaggg gtatcaccca ggagccaggc tcactgacgc 
5641 ccctcccctc cccacaggcc gccgtgcatg cctcggggag cccctggccc gcatggagct 
5701 cttcctcttc ttcacctccc tgctgcagca cttcagcttc tcggtgccca ctggacagcc 
5761 ccggcccagc caccatggtg tctttgcttt cctggtgagc ccatccccct atgagctttg 
5821 tgctgtgccc cgctagaatg gggtacctag tccccagcct gctccctagc cagaggctct 
5881 aatgtacaat aaagcaatgt ggtagttcca actcgggtcc cctgctcacg ccctcgttgg 
5941 gatcatcctc ctcagggcaa ccccacccct gcctcattcc tgcttacccc accgcctggc 
6001 cgcatttgag acaggggtac gttgaggctg agcagatgtc agttaccctt gcccataatc 
6061 ccatgtcccc cactgaccca actctgactg cccagattgg tgacaaggac tacattgtcc 
6121 tggcatgtgg ggaaggggcc agaatgggct gactagaggt gtcagtcagc cctggatgtg 
6181 gtggagaggg caggactcag cctggaggcc catatttcag gcctaactca gcccacccca 
6241 catcagggac agcagtcctg ccagcaccat cacaacagtc acctcccttc atatatgaca 
6301 ccccaaaacg gaagacaaat catggcgtca gggagctata tgccagggct acctacctcc 
6361 cagggctcag tcggcaggtg ccagaacgtt ccctgggaag gccccatgga agcccaggac 
6421 tgagccacca ccctcagcct cgtcacctca ccacaggact ggctacctct ctgggccctc 
6481 agggatgctg ctgtacagac ccctgaccag tgacgagttc gcactcaggg ccaggctggc 
6541 gctggaggag gacacttgtt tggctccaac cctaggtacc atcctcccag tagggatcag 
6601 gcagggccca caggcctgcc ctagggacag gagtcaacct tggacccata aggcactggg 
6661 gcgggcagag aaggaggagg tggcatgggc agctgagagc cagagaccct gaccctagtc 
6721 cttgctctgc cattaccccg tgtgaccccg ggcccaccct tccccaccct tccccacccc 
6781 gggcttctgt ttccttctgc caacgagaag gctgcttcac ctgccccgag tcctgtcttc 
6841 ctgctctgcc ttctggggct gtggcccttg ctggcctgga gccccaacca agggcaggga 
6901 ctgctgtcct ccacgtctgt cctcaccgac ataatgggct gggctgggca cacaggcagt 
6961 gcccaagagt ttctaatgag catatgatta cctgagtcct gggcagacct tcttagggaa 
7021 cagcctggga cagagaacca cagacactct gaggagccac cctgaggcct cttttgccag 
7081 aggaccctac agcctccctg gcagcagttc cgccagcatt tctgtaaatg ccctcatgcc 
7141 agggtgcggc ccggctgtca gcacgagagg gacgttggtc tgtcccctgg caccgagtca 
7201 gtcagaaggg tggccagggc ccccttgggc ccctccagag acaatccact gtggtcacac 
7261 ggctcggtgg caggaagtgc tgttcctgca gctgtgggga cagggagtgt ggatgaagcc 
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7321 aggctgggtt tgtctgaaga cggaggcccc gaaaggtggc agcctggcct atagcagcag 
7381 caactcttgg atttattgga aagattttct tcacggttct gagtcttggg ggtgttagag 
7441 gctcagaacc agtccagcca gagctctgtc atgggcacgt agacccggtc ccagggcctt 
7501 tgctctttgc tgtcctcaga ggcctctgca aagtagaaac aggcagcctt gtgagtcccc 
7561 tcctgggagc aaccaaccct ccctctgaga tgccccgggg ccaggtcagc tgtggtgaaa 
7621 ggtagggatg cagccagctc agggagtggc ccagagttcc tgcccaccca aggaggctcc 
7681 caggaaggtc aaggcacctg actcctgggc tgcttccctc ccctcccctc cccaggtcag 
7741 gaaggtggga aagggctggg gtgtctgtga ccctggcagt cactgagaag cagggtggaa 
7801 gcagccccct gcagcacgct gggtcagtgg tcttaccaga tggatacgca gcaacttcct 
7861 tttgaacctt tttattttcc tggcaggaag aagagggatc cagcagtgag atcaggcagg 
7921 ttctgtgttg cacagacagg gaaacaggct ctgtccacac aaagtcggtg gggccaggat 
7981 gaggcccagt ctgttcacac atggctgctg cctctcagct ctgcacagac gtcctcgctc 
8041 ccctgggatg gcagcttggc ctgctggtct tggggttgag ccagcctcca gcactgcctc 
8101 cctgccctgc tgcctcccac tctgcagtgc tccatggctg ctcagttgga cccacgctgg 
8161 agacgttcag tcgaagcccc gggctgtcct tacctcccag tctggggtac ctgccacctc 
8221 ctgctcagca ggaatggggc taggtgcttc ctcccctggg gacttcacct gctctccctc 
8281 ctgggataag acggcagcct cctccttggg ggcagcagca ttcagtcctc caggtctcct 
8341 gggggtcgtg acctgcagga ggaataagag ggcagactgg gcagaaaggc cttcagagca 
8401 cctcatcctc ctgttctcac actggggtgt cacagtcctg ggaagttctt ccttttcagt 
8461 tgagctgtgg taaccttgtg agtttcctgg agggggcctg c:cactaccct tgggactccc 
8521 tgccgtgtgt ctgggtctaa ctgagctctg aaaggagaga gccccagccc tgggccttcc 
8581 aggggaagcc ttacctcaga ggttggcttc ttcctactct tgactttgcg tctctgcaga 
8641 gggaggtggg aggggtgaca caaccctgac acccacacta tgagtgatga gtagtcctgc 
8701 cccgactggc ccatcctttc caggtgcagt cccccttact gtgtctgcca agggtgccag 
8761 cacagccgcc ccactccagg ggaagaggag tgccagccct taccacctga gtgggcacag 
8821 tgtagcattt attcattagc ccccacactg gcctgaccat ctcccctgtg ggctgcatga 
8881 caaggagaga gaacaggctg aggtgagagc tactgtcaac acctaaacct aaaaaatcta 
8941 taattgggct gggcagggtg gctcacgcct gtaatcccag cactttggga ggccgagatg 
9001 ggtggatcac c tgaggtcag atgttcgaga ccagcctggc caacatggtg aaaccccgtc 
9061 tctactaaaa atacaaaaaa ttagctgggc gtggtggtgg gtgcctgtaa tcccagctac 
9121 tcaggaggct gaggcaggag aattgcttga acctgggagg cagaggctgc agtgagccga 
9181 gatcgcatca ttgcactcca gcctggtcaa caagagtgaa actgtcttaa aaaaaaaatc 
9241 tataattgat atctttagaa agataaaact ttgcattcat gaaataagaa taggagggtc 
9301 taaaataaaa atgttcaaac acccaccacc actaattctt gacaaaaata tagtctgggt 
9361 gccttagctc atgcctgtaa tcccagcatt ttgggaggct aaggcaggag gattgtttga 
9421 gcctaggaat tc 
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