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RESUMEN

1. Resumen

Hasta la fecha, la etiologia de la enfermedad de Parkinson (EP) idiopatica 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 areas rurales, expuestas a aguas
contaminadas, herbicidas, pesticidas, u algin otro agente industrial neuroté6xico; 1o cual apunta a que
esta enfermedad pudiera ser causada por neurotoxinas ambientales a las cuales ciertos individuos son
genéticamente mas susceptibles. Parte de esta susceptibilidad genética puede ser conferida por
polimorfismos genéticos de los citocromos P450. Uno de los principales miembros de esta
superfamilia es la 4-Hidroxilasa de desbrisoquina {CYP2D6), que es codificada por el gen del
citocromo P450 2D6 (CYP2D6), el cual es muy polimorfico. Esta enzima es responsable de
metabolizar aproximadamente el 25% de los farmacos utilizados en la practica clinica actual, y de

algunas neurotoxinas y compuestos endogenos.

Barbeau y cols. {1985) fueron los primeros en sugerir que los individuos homocigotos para
alelos mutantes de CYP2D6 (metabolizadores lentos) son mas susceptibles a presentar enfermedad
de Parkinson. Algunos analisis genéticos revelaron la asociacion de la mutacion CYP2D6*B con la
EP. Esta mutacion, también conocida como CYP2D6*4 (polimorfismo B), involucra una sustitucion
de la base Gjo34 por una A y es la mas comin en la poblacién caucasica, con una frecuencia alélica
del 21.5 al 28.6%. El individuo homocigoto mutante /., muestra un genotipo PM (metabolizador
pobre), mientras que los sujetos normales ~'/+; muestran un fenotipo EM (metabolizador extenso).
Una segunda mutacion comun es la CYP2D6*3, que tiene una frecuencia alélica del 2.7% en
poblacion caucasica e involucra una delecion de la Azgs7 en el ex6n 5. Todas las otras mutaciones

identificadas son raras y constituyen menos del 1% de todas las variaciones alélicas del CYP2DS6.

También se ha descrito que los pacientes de poblacion caucasica 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 relacién a un grupo control, debido a un metabolismo y
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una eliminacién lenta de farmacos y neurotoxinas. Sin embargo, en otros estudios, no se ha
encontrado asociacion de las variaciones genéticas det CYP2D6 con la etiologia 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 C¥P2D6 tanto en poblacion normal, como en pacientes con EP, por lo que el objetivo de este
estudio fue determinar la frecuencia de los genotipos metabolizadores: homocigotos normales
("¥/vw), homocigotos mutados (/o3 0 "3 y heterocigotos (P/ew 0 “/ew) del tipo CYP2D6 en los
alelos *3 y *4 en pacientes mestizo mexicanos con EP, y en voluntarios mayores de 49 afios,
aparentemente sanos, que sirvieron como grupo control para determinar la probable asociacion de los
alelos mutados de C¥P2D6 con la etiologia 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 determind mediante analisis molecular de los alelos CYP2D6*3 y CYP2D6%4, a
partir de DNA gendmico extraido de sangre perifénca, amplificacion de regiones especificas de los
alelos *3 y *4 por medio de PCR y su posterior digestion con las enzimas de restriccion adecuadas
_respectivamente. Los fragmentos obtenidos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa y
acrilamida tefidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV. Se asumid el criterio de que un
heterocigoto (/ew 6 “*/ew) y un homocigoto normat ("V/sw) tanto para el alelo *3 como para el alelo
*4 presentan un fenotipo metabolizador extenso o rapido (EM) que corresponde a una actividad
normal de la CYP2D6; mientras que un homocigoto mutado (/ss, “¥/+4 6 /4s) presenta un fenotipo
metabolizador pobre o lento (PM) que corresponde a un metabolismo lento de farmacos, asi como de

toxinas endogenas o exogenas, que son metabolizados por la CYP2D6.

La frecuencia del alelo CYP2D6*4 fue 24.60% en el grupo de pacientes versus 22.14% en el
grupo control (razon de momios 1.147, 1C 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 (razén de momios 1.075, IC 95% 0.096-12.08)
indicaron que no existe evidencia estadiéticamente significativa para decir que exista una asociacion
de los genotipos mutados del tipo CYP2D6 (CYP2D6*3 y CYP2D6*4) con la etiologia de la
enfermedad de Parkinson. Solo se presenté un genotipo homocigoto mutado para el alelo *4 en un
paciente con EP y ninguno en el grupo control; asi mismo, no se encontrd ningiin genotipo

homocigoto mutado para el alelo *3, tanto en pacientes con EP como en el grupo control. El analisis
2
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estadistico de estos resuitados, sugiere que no existe una asociacion entre el genotipo metabolizador
lento (/o5 y "“/+s) y el riesgo de presentar enfermedad de Parkinson en la poblacién mestiza

mexicana estudiada. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por otros autores.
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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 afio de 1817 por el
médico ingles James Parkinson con el nombre de pardlisis agigante o pardlisis temblorosa,
exponiendo los sintomas principales de la enfermedad que posteriormente llevaria su nombre.
(Goodman & Gilman, 1996; Young, 1999). A mediados del siglo XX, la EP se conocia bien desde el
punto de vista clinico, los autores franceses y alemanes habian dado una descripcion practicamente
completa de la sintomatologia parkinsoniana (figura 1) y los cientificos estaban luchando para

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

Figura 1. Las fotograftas muestran la postura tipica de un paciente con enfermedad de
Parkinson. Se puede observar ¢l flexo del tronco, la amimia, y 1a actitud en semiflexién

de miembros superiores (Garcia y Meseguer, 2002, Quien toma las ilustraciones del texto
de Oppenheim-1901y del texto de Cestan y Verger-1915),
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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 quimico - la dopamina - que ayuda a dirigir la actividad muscular. Aunque aun habia
debates, en general se aceptaba que la sustancia negra era la diana anatomica de la enfermedad;
incluso se comenzaba a conocer, a grandes rasgos, el papel fisiopatolégico de los ganglios basales en
los trastornos del movimiento (Garcia y Meseguer, 2002). Este descubrimiento Hevo a los cientificos
a encontrar el primer tratamiento eficaz de la enfermedad de Parkinson y sugiri6 formas de elaborar

terapias nuevas y aiin mas eficaces.
2.1.2 Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo progresivo del sistema
nervioso central (SNC) causado por la degeneracion de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra del cerebro, la cual suministra inervaciones dopaminérgicas al cuerpo estriado que esta
constituido por el nucleo caudado y el putamen que contienen receptores dopaminérgicos,
reflejandose asi en anomalias del control del movimiento. Esta proyeccion 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 mayoria de las personas no pierden la
proporciéon de 80 a 90% de neuronas dopaminérgicas que se requiere para que se produzca EP
sintomatica. Debido a esto, se dice que la EP puede deberse a una agravamiento del proceso de
envejecimiento normal, en ef cual las neuronas que contienen dopamina son especialmente sensibles.
Algunos neuroquimicos o condiciones estructurales patologicas afectan los ganglios basales, lo cual
conlleva a enfermedades del control motor, cl;lsiﬁcadas como desdrdenes 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 desordenes degenerativos, tales como la enfermedad de cuerpos de Lewy y esclerosis

amiotrépica lateral (Blum y col., 2001).

La enfermedad de Parkinson es tanto cronica como progresiva, lo que significa que persiste
por un largo periodo de vida y que sus sintomas empeoran con €l tiempo. Sin tratamiento, la EP
progresa en un plazo de cinco a diez afios 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 aspiracién o embolia pulmonar {(Goodman & Gilman, 1996).

@

v apircubo lalersl -

Carsbrum %

&

Conteza g

\ E 1

. ™ k

: \ &
Lok I E
B

/
MAIIE

Figura 2. Localizacién de la sustancia negra y representaciéon esquematica de las inervaciones
dopaminérgicas. En la seccion de la derecha, se muestra las conexiones en el control motor normal
que se relacionan con Ia enfermedad de Parkinson. Las neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra s¢ proyecian al cuerpo cstriado (nicleo caudado y putamen). La proyeccion de ncuronas
estriatales en el glébulo palido, v predominaniemente neuronas GABAérgicas palidales inhiben la
proyeccién a la corteza cerebral, que a su vez, estimulan proyecciones glutdmicas de regreso al
estriado y baja a través del tracto corticocspinal (Youdim y Riederer, 1997; Young, 1999).

2.1.3 Tasa de la enfermedad de Parkinson en México

Esta enfermedad se presenta en mas del 1% de personas mayores de 65 afios de edad. Se
considera que la EP ocurre de 1 a 2 casos por 1000 habitantes de la poblacion en general y aumenta
con la edad. Un nimero reducido de casos (5 — 10%) ocurre antes de los 40 afios y se llama
enfermedad de Parkinson juvenil (www ssa.gob.mx). Estudios epidemiologicos llevados a cabo en

los Estados Unidos sugieren que la enfermedad de Parkinson es mas frecuente en hombres que en
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mujeres (aproximadamente en proporcion 3:2). Alguna vez se pensd que esta enfermedad afectaba
principalmente a blancos, pero estudios recientes han demostrado prevalencias iguales en afro

americanos y blancos en la misma éarea geografica (Young, 1999).

Actualmente en México cada afio 50 de cada 100 mil personas mayores de 55 afios, 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 Sintomatologia de la enfermedad de Parkinson

La ettologia del parkinsonismo es multiple pero su sintomatologia, cualesquiera que sean sus
causas, presenta las mismas marcadas caracteristicas, entre las que destacan la rigidez muscular, los
temblores, la inestabilidad postural, la lentitud y la escasez de movimiento. Estos sintomas pueden
aparecer aislados o combinados, pudiendo predominar en una parte del cuerpo o bien ser mas
marcado un sintoma sobre los demas, de forma que hay gran variacion de un enfermo a otro. Los
sintomas emptezan en un lado del cuerpo en la mayoria de los pacientes (aproximadamente en el
80%) y menos frecuentemente en ambos lados o generalizados. La variabilidad en la intensidad de
los sintomas de la EP, puede cambiar de un momento a otro, o de un dia a otro, lo cual es un rasgo
caracteristico de esta enfermedad. En razon a estas fluctuaciones, y no a la mala voluntad del
enfermo, resulta dificil predecir sus periodos de mayor autonomia (Goodman & Giiman, 1996;

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

En el comienzo del padecimiento, pueden aparecer molestias muy variables, dificiles 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-reumaticos en aquellas partes del cuerpo que estan

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

La EP es de caracter cronico, progresivo y lento, en la cual se encuentra afectada la zona del
cerebro encargada del control y coordinacion 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 encefalico, cerebelo y corticales. Tiene fibras
provenientes de la corteza motora que conectan con los nicteos de la base, especialmente con el
caudado y el putamen, asi como con ndcleos bulbares (nlcleo rojo, sustancia negra y formacion
reticular) o mesencefalicos y terminan en el asta anterior de la médula espinal (Goodman & Gilman,
1996, Youdim y Riederer, 1997, Young, 1999).

Tabla 1. Sintomas de la enfermedad de Parkinson

Sintomas principales Sintomas secundarios Trastornos psiquidtricos

Termblor Trastornos de la marcha Depresion
Rigidez Alteraciones de la habilidad manual Demencia
Bradicinesia Trastornos del lenguaje

| Trastornos de los reflejos de la | Problemas de gesticulacién o expresién

| postura facial (discinesias)

Alteraciones de la presién arterial
Sialorrea

Costipacién fecal

Trastomos de la miccién

Tomado de htip://www.ssa. gob. mx/unidades/conadic/abepark htin

En la zona, lamada sustancia negra, se biosintetiza un componente quimico, la dopamina,
compuesto esencial para la regulacién de los movimientos, es decir, para que Jos movimientos se
realicen de una forma efectiva y arménica. Asi, en la EP se produce una "degeneracién” de la
sustancia negra (de causa desconocida) cuya consecuencia es la disminuciéon 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 tension
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 suefio. Cuando se le indica a un
paciente con EP que realice operaciones aritméticas mentalmente también se ve una disminucion del
temblor. En la mayoria de los casos los temblores se inician en las manos, muy a menudo con
movimientos de roce entre el pulgar y los demés 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 estd en reposo, los temblores suelen desaparecer, por lo que se {lama
temblor de reposo. Se acentiian cuando estira la mano para coger algo, si se siente observado o
registra alguna emocion. Constituye uno de los sintomas mas habituales, del 70-90% de los pacientes
tienen temblor y puede llegar a ser incapacitante. Este sintoma puede estar ausente en un grupo de
pacientes, en el llamado Parkinson acinético. Sin embargo, no todas las personas que presentan
temblor, tienen o tendrdn enfermedad de Parkinson; existen multiples causas de temblor, que

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

Rigidez muscular, de Ia mayor parte, sino de toda la musculatura del cuerpo. Los pacientes
que tienen este sintoma presentan dificultad para levantarse de una silla o darse la vuelta en la cama;
otra manifestacién 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 sintomas
de la enfermedad. Se muestra como una resistencia o falta de flexibilidad para mover pasivamente
las extremidades. Su frecuencia varia de un 89 a un 99% segun los estudios. Se presenta, al estirar la
extremidad afectada, el signo de la “rueda dentada o engrane”. La rigidez y lentitud de los musculos
en la cara (hipomimia), del lenguaje y de la deplucion, asi como la disminucién del parpadeo
ocasionan una rigidez en el semblante del paciente que da la impresion de tener una “cara
congelada”. Todo esto puede dar la impresioén de una persona ausente, indiferente, intelectualmente
deteriorada o deprimida; en la mayoria de los casos nada de esto es verdad. Sus facultades

intelectuales estan intactas, aunque son mas 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 realizacién de los movimientos voluntarios. Afecta de forma
importante las actividades de la vida diaria, como: alimentarse, bafiarse, 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, taxt 0 metro, responsabilizarse de sus medicamentos,

manejar [os asuntos econdémicos propios y de la casa, etc.

Trastornos del equilibrio en la postura (inestabilidad). Las anomalias de la postura se
reflejan: en la inclinacion del tronco y cabeza hacia adelante con la espalda encorvada; en la flexion
de las articulaciones de los codos y rodillas (figuras 1 y 3); y en los trastornos de la marcha. Tiende
a presentarse de forma tardia. Resulta dificil el control del equilibrio, por lo que pueden producirse
caidas con frecuencia. La marcha es a pequefios pasos, con episodios de estar bloqueado, pegado al
suelo o congelado, y con aumento brusco del ritmo de la marcha (mini-pasos muy rapidos y
confusos).
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2.1.6 Evolucion clinica de la enfermedad de Parkinson

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

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

acuerdo a 1a etapa en que se encuentre el paciente.

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

existen Escalas de Evaluacion Clinica de la Enfermedad de Parkinson; entre las mas utilizadas, se
encuentran: Escala de WEBSTER; la Escala Unificada de Evaluacién de la Enfermedad de
Parkinson (UPDRS); siendo la escala de HOEAN & YAHR (tabla 2) la mas utilizada.

Tabla 2. Escala de HOEHN & YAHR para clasificacion del estadio de la EP

Etapa

Descripcion

1 | Enfermedad unilaterat

Signos y sintomas en un solo lado del cuerpo. Sintomas leves.
Sintomas moliestos pero no incapacitantes.

Presencia de sintomas con terablor en alguna extremidad
Cambios cn la poshura, expresién facial y marcha,

Deterioro funcional minimo ¢ sin €L

Afeccion bilateral o de la
linea media del cuerpo

Sin alteracién del equilibrio.

Sintomas bilalerales.

Minima discapacidad.

La marcha y la postura estan afectadas.

I | Enfermedad bilaterat

Alteracién de minima a moderada.

Inestabilidad postural pero aiin independiente.

Significante enlentecimiento de los movimientos corporales.
Dificultad para mantener el equilibrio tanto de pie como al andar.
Disfuncién generalizada moderadamente severa.

IV | Incapacidad grave

Alin es capaz de caminar cierto recorrido y ponerse de pie sin ayuda.

Marcadamente incapacitado.

Sintomas severos.

Rigidez y bradicinesia.

No puede vivir solo.

El temblor puede ser menor que en los estadios anteriores.

V | Estadio caquéctico

Tomado de bttp://www.cadime.com ; hitp://www,ssa gob. mx/unidades/conadic/abcpark btm

Invalidez total.

No puede andar ni manienerse de¢ pie.

Obligado a permanecer en cama o silla de ruedas.
Requiere cuidados de una enfermera.

Los pacientes con EP deben saber que su médico los evaluara en forma periddica 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 Etiologia de la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson idiopatica o parkinsonismo primario, atn en nuestros dias, es la
forma mas comun de la enfermedad. Idiopatica es un término que describe un desorden para el cual
no se ha encontrado atn una causa. En las otras formas de parkinsonismo se conoce la causa o se
sospecha, o el desorden ocurre como efecto secundario de otro desorden neurolégico primario. El
nombre de enfermedad de Parkinson se usa para definir el sindrome descrito, cuando no se detectan
para el mismo alguna o algunas causas concretas. El nombre de sindrome parkinsoniano se emplea
para describir el conjunto de signos y sintomas (esto es lo que significa sindrome) caracterizados por
rigidez, temblor y torpeza motriz, cuando éste se debe a otras causas neurologicas

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

Asi por ejemplo, se refiere como sindrome Parkinsoniano a una persona que tiene el temblor
y la rigidez a causa de una enfermedad neurologica como el Alzheimer, o a alguna otra persona, la
cual haya tomado medicamentos que producen estos sintomas 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 sintomas referidos sobre movimento, temblor y rigidez. La importancia de
diagnosticar uno u otro proceso recae en el distinto pronéstico. Logicamente, el sindrome
parkinsoniano ligado a otras enfermedades neurologicas tendra el pronostico correspondiente a la

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

En la actualidad, la etiologia de la enfermedad de Parkinson no ha sido completamente
aclarada (Guerrero y col, 2002). La enfermedad de Parkinson ocurre cuando ciertas células
nerviosas, 0 neuronas, en un area del cerebro conocida como la sustancia nigra pars compacta
(SNpc), mueren o suffen deterioro, aproximadamente el 5% de las células se pierden por afio en la
EP (Blum y col,, 2001). Normalmente, estas neuronas producen un producto quimico cerebral
importante conocido como dopamina (fignra 4). La dopamina es un mensajero quimico responsable
de transmitir las sefiales entre la sustancia nigra (sustancia negra) y el corpus striatum (cuerpo
estriado), para producir actividad muscular fluida y con propésito. La pérdida de dopamina hace que
las células nerviosas del cuerpo estriado actiien 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 més de las células productoras de dopamina en la sustancia
I3
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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

cientificos, continian produciendo pistas nuevas y sumamente interesantes de la enfermedad.

Figura 4. La region de paris compacta y 1a sustancia negra (SNpc) en
un cerebro normal. A la izquierda se observa obscura, debido a la
produccién de dopamina en 1a neuronas, las cuales se obscrvan
altamente pigmentadas; cuando 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 idiopéatica 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 Ja
susceptibilidad de los individuos a la accion de agentes fisicos, quimicos y biologicos del ambiente”
(Nebert, 1997); en este caso, que sean relacionados a 1a etiologia 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 areas rurales expuestas a pesticidas, aguas contaminadas, o a
algtin otro agente quimico, 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 o0 CYP2D®, la cual pertenece a la superfamilia de los
citocromos P450 vy estd involucrada en el metabolismo oxidativo de algunos farmacos, de la
destoxificacion de neurotoxinas ambientales, incluyendo la MPTP, asi como de compuestos

enddgenos inciuyendo 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; Meilick 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 cientificos 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 exposicién a pesticidas, 0 a una toxina en los alimentos, es un ejemplo de la
clase de desencadenante externo que pudiera hipotéticamente ocasionar la enfermedad de Parkinson.
La teoria se basa en el hecho de que hay cierto numero de toxinas, tales como el 1-Metil-4-fenil-
1,2,3,6,-tetraludropiridina (MPTP) (Alcaraz y col,, 2001; Blum y col, 2001; Rojas y col., 2000;
Coleman vy col., 1996), y medicamentos neurolépticos (Goodman & Gilman, 1996; Young, 1999),
que se saben inducen sintomas de Parkinson en los seres humanos. Sin embargo, hasta la fecha,
ninguna investigacion 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 teoria mas 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 teoria se sustenta en el conocimiento de que la pérdida de
mecanismos protectores antioxidativos estd asociada con la enfermedad de Parkinson y el

envejecimiento (Blum y col., 2001).

Algunas otras teorias, sostienen que radicales libres (moléculas inestables y potencialmente
perjudiciales generadas por acciones quimicas normales en el cuerpo) pueden contribuir a la muerte
de las células nerviosas conduciendo asi a la enfermedad de Parkinson (Blum y col., 2001). Los

radicales libres son inestables debido a que carecen de un electron. En un intento por reemplazar el
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electron que falta, los radicales libres reaccionan con las moléculas circundantes (especialmente con
metales tales como el hierro, cobre, etc), en un proceso llamado oxidacidén. Se considera que la
oxidacion ocasiona dafio a los tejidos, incluyendo las neuronas. Normalmente, los antioxidantes,
productos quimicos que protegen a las células de este daflo, mantienen bajo control el dafio
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 circulo
alrededor del hierro y aislandolo {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 intoxicacién con farmacos que bloquean al receptor de dopamina.
Algunos farmacos de uso frecuente en la clinica que pueden producir parkinsonismo son;
antipsicéticos como haloperidol y torazina, y antiheméticos como proclorperazina y metoclopramida
(Goodman & Gilman, 1996).

Muchos investigadores creen que una combinaciéon de estos cuatro mecanismos (dafio
oxidativo, toxinas ambientales, predisposicion genética y envejecimiento acelerado) finalmente

contribuyen a la etiologia 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 clinica y no solo significancia estadistica, es decir, a aquellas que

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

La posibilidad de una contribucién genética en la EP, la describié por primera vez Gowers,
quien encontro que un 15% de sus pacientes tenian historia familiar de la enfermedad. Mas tarde
Mjones describio historial familiar positivo en un 41% de sus pacientes y sugirid que la enfermedad

era heredada en un alto porcentaje como autosémica 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 autosdmica 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
autosdmicas recesivas juveniles. Debido a que muchos pacientes no tienen una historia clara de
algin familiar afectado o factor de riesgo ambiental, la enfermedad puede deberse a una
combinacion de “influencias” o “causas’ genéticas y ambientales (Scott y col., 2001; Young, 1999;
Tan y col., 2000).

En los Gltimos aiios, se ha tenido gran interés en las interacciones entre factores genéticos y
factores ambientales, generando un gran numero de estudios que asocian los polimorfismos de
diferentes genes con la EP (Tan y col., 2000). Estos genes son estudiados siguiendo S caracteristicas:
1) Su papel relevante en el metabolismo de la dopamina; 2) su importante relacion en la activacion o
destoxificacion de xenobioticos y toxinas exogenas en las neuronas dopaminérgicas, 3) su relacion
en la via del metabolismo mitocondrial; 4) su papel causante en ciertas formas de EP familiar; y 5)
mutaciones puntuales que codifican para ciertas lipoproteinas y receptores de estrogenos, 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 afeccion, 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 asociacién 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 multiples

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

Por otro lado, es evidente que las mutaciones descritas hasta la fecha son responsables de una
pequefia parte de los casos de EP familiar y de una fraccion insignificante de los casos esporadicos
(Garcia, 2001); ya que la causa de la EP esporidica no se conoce, y como ya se ha mencionado
anteriormente, se cree que ésta, es el resultado complejo de una combinacion de la predisposicion

gengtica de ciertos individuos con la exposicion 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 mayoria de los casos de la EP esporadica no es atribuible
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a lesiones genéticas clasicas, sino a herencia multifactorial en donde la funcion de los factores

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

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

Tipo de asociacién con ia EP

Tabla 3. Estudios caso-control de polimorfismos genéticos en [a EP

Gene

| de metabolitos

Genes implicados en la destoxificacién

Complejo enzimatico del Citocromo P430 (CYP2D)
N-acetiltransferasa 2 (NAT2)

Glutatién transferasa (GSTT1, GSTMI, GSTP1, GSTZ1)
Paraoxonasa

Complejo o-cetoglutarato deshidrogenasa

Manganeso superdxido dismutasa

Moncamino oxidasa Ay B (MAOA y MAOB)
Transportadores de la dopamina ((DAT)
Receptores de la dopamina (DRD2, DRD3, DRD4 y DRDS)
Catecol-O-metiltransferasa (COMT)

Tirosing hidroxilasa
. . IRNAC™® mitocondrial
Genes mitocondriales Subunidades del complejo I
. a-sinucleina (Park-1)
Genes de a EP familiar Parkina (Park-2)
) APCOE-e4
‘ Genes de lipoproteinas Lipoproteinas de baja densidad relacionadss
Linea celular Glial derivada del factor neutroftlico
Proteina B-50/Gap-43 asociada al crecimiento
Otros genes puntuales Tau

Locus DXST1047 del cromosoma X
Enzima convertidora de angiolensina
Ubiquitina carboxilo terminal L1

Tomado de Tan y col., 2000.

En afios recientes, se han publicado un sin nimero de trabajos que describen la asociacion de

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

mayoria de los genes estudiados son aquellos que desempefian un papel fundamental en el ciclo

biologico del sistema dopaminérgico, la excitacion neuronal, o en rutas metabolicas, como el

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

candidatos putativos por desempeiiar un papel (cualesquiera que sea) en la etiologia de la EP (Garcia,

2001). La realizacion de estos estudios es facil, pero la interpretacion resulta mas complicada. En

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

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

distribucion es similar o diferente desde el punto de vista estadistico {Garcia, 2001).
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2.2 Farmacogenética y ecogenética en la enfermedad de Parkinson

2.2.1 Ecogenética en 1a EP

Como ya se menciono antes, el resultado de inducir demanda neuronal dopaminérgica y
parkinsonismo con MPTP (1-Metil-4-fenit-1,2,3,6-tetrahidropiridina) que se encuentra presente en
drogas (heroina) y en agentes quimicos; con TIQ (1,2,3,4-Tetrahidroisoquinolina); con neurolépticos
y con manganeso, ha tomado un gran interés en el papel de los factores ambientales por tener una
relacion importante en la induccion de parkinsonismo (Suzuki y col., 1992; Iwahashi y col.,1995;

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

El pensamiento actual en la etiologia de la EP idiopética sugiere que las formas comunes de
este trastorno neurodegenerativo es el resultado de interacciones de susceptibilidad genética con la
exposicion a toxinas ambientales, por lo que se dice multifactorial. Esto podria sustentarse con la
gran heterogeneidad que existe en la respuesta interindividual a ciertos agentes neurotoxicos (Suzuki
y col, 1992; Coleman y col., 1996), asi como a los medicamentos en términos de toxicidad y
eficacia del tratamiento. Las causas potenciales para esta variabilidad en los efectos de ciertos
agentes neurotoxicos y de algunos farmacos, incluyen: la patogénesis y severidad de la enfermedad
que esta siendo tratada; las interacciones entre diferentes firmacos o neurotdxicos, y sus compuestos
metabdlicos; la edad del individuo, el estado nutricional; la funcion renal; la funcién hepatica, y/o
alguna enfermedad concomitante. La mayoria de las diferencias individuales en la respuesta a los
farmacos caracterizadas a escala molecular se relacionan con la densidad en los genes que codifican
para las enzimas capaces de metabolizar farmacos y, en menor grado, en los genes que codifican
para sus receptores y transportadores; esta variabilidad genética individual en la respuesta a los
farmacos constituye el rea de estudio de la Farmacogenética (Meyer, 1994; Nebert y col.,1996;
McKinnon y Evans, 2000, Cervantes y col., 2001).

En 1957, Motulsky fue el primero en sugerir que ciertas reacciones adversas a los
medicamentos podrian ser causadas por variaciones, determinadas genéticamente, en la actividad de

las enzimas responsables de su metabolismo a nivel hepatico. Poco después Vogel en 1959 acufio el
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término Farmacogenética para describir la reaccion entre la constitucion genética de un individuo y
la terapia farmacoldgica. Por lo tanto, la Farmacogenética estudia la variacién genética responsable
de las diferencias individuales en la respuesta a los farmacos y a los xenobioticos. Estas variaciones
pueden implicar diferencias individuales en la eficiencia terapéutica y/o reacciones adversas al
farmaco. Posteriormente el término “Farmacogenética”, fue ampliado al de “Ecogenética” para
abarcar las diferencias genéticas que determinan la susceptibilidad de los individuos a la accion de

agentes fisicos, quimicos y biologicos 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 farmacos utilizados
clinicamente, de neurotoxinas ambientales, asi como de algunos otros compuestos exogenos y
endogenos. Mas de 30 isoenzimas de CYP han sido caracterizadas en humanos (Linder y col., 1997,
Benny y Adithan, 2001). Los pacientes de poblacion caucasica 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 relacion 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 firmacos y neurotoxinas. Los metabolizadores extensos o rapidos (EM) de
un farmaco o neurotoxina, es caracteristico de la poblacién normal y presentan una actividad
enzimatica normal; los metabolizadores pobres o lentos (PM) son asociados con la acumulacion de
sus sustratos especificos, de farmacos o neurotoxinas debido a un metabolismo y una eliminacion
deficiente, y son heredados como un rasgo autosdmico recesivo requiriendo la mutacién y/o la
delecién de ambos alelos para la expresion fenotipica; y los metabolizadores ultraextensos (UEM)
quienes presentan un incremento en el metabolismo de farmacos y neurotoxinas, y son heredados
como un rasgo autosdmico dominante debido a la amplificacion 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 mds susceptibles a los
factores ambientales neurotéxicos y posiblemente pueden ser més propensos a adquirir la
enfermedad de Parkinson y otros desérdenes cronicos degenerativos cuando se exponen a dichos
factores. De ser cierta esta hipotesis, se podria esperar una frecuencia mas alta en el genotipo
homocigoto mutado del gen y del fenotipo metabolizador lento de hidroxilacion (PM) en los

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

Barbeau y colaboradores en el afio de 1985, fueron los primeros en sugerir que los MP tienen
mayor susceptibilidad a desarrollar EP como resultado de la destoxificacion lenta de neurotoxinas.
Esta hipétesis fue apoyada por. estudios farmacocinéticos de la actividad de la CYP2D®6, pero
analisis genotipicos del CYP2D6 en diferentes poblaciones han sido contradictorios (Chan y col,
1998; Guerrero y col., 2002; Gasser y col., 1996).

2.2.2 Sistema enzimaitico del citocromo P450 (CYP)

El citocromo P450 se denomina asi debido a que en su estado reducido y en presencia de
monoxido de carbono presenta un espectro de absorcién méximo a 450 nm (Aiache y col., 1983).
CYP es la abreviacién para el citocromo P450 (Benny y Adithan, 2001), un subgrupo de enzimas o
isoenzimas relacionadas localizadas en el reticulo endoplasmico de hepatocitos y que son expresadas
principalmente en el higado (Gonzéles, 1992), aunque, también se encuentran presentes en otros
organos, tales como el intestino, pulmones, rifiones y cerebro (Riesenman, 1995; Brosen, 1996;
Bertilsson y col., 1997).

Las enzimas involucradas en el metabolismo de farmacos asi como de neurotoxinas,
xenobidticos y de diversos compuestos endogenos, como esteroides, vitaminas y acidos grasos, se
clasifican en reacciones de fase I (oxidativas) y reacciones de fase 11 (conjugativas); estas reacciones
pueden ser complementarias entre si. Por ejemplo, las reacciones de fase I como oxidacién,
reduccion e hidrolisis, generan grupos funcionales que podrian servir subsecuentemente como sitios
de conjugacién para acido glucurénico, sulfato, o glutation, catalizados por enzimas hepéticas de fase
Il (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 higado humano.
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Tabla 4. Principales enzimas metabolizadoras en fase I y II en el higado humano

Fase I1

Glutatién S-transferasa *
N-acetiltransferasa *
UDP-glucoronosilotransferasa *
Sulfoiransferasa

| NADPH-quinona
| Oxidoreductasa*

* Enzimas que se conoce que exhiben pa limorfismo genético en el humano l

Tomado de Poulsen y Loft, 1994,

El sistema enzimatico del citocromo P450 (o mas apropiadamente, hemotiolato P450) es el
grupo mas importante en las reacciones de fase I y representa una superfamilia de enzimas que
catalizan el metabolismo de muchos compuestos endogenos y exodgenos (Steven y Kearns, 1997). En
mamiferos, la mayoria de los xenobidticos son metabolizados via metabolismo hepatico fase I por
medio de monooxigenasas CYP. Mas de 30 formas diferentes de estas proteinas 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 estableci6 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
aminoéacidos. En pocas excepciones, una secuencia proteinica P450 de una familia presenta arriba del
40% de similitud con otra familia de P450. Las secuencias proteicas P450 en una subfamilia siempre
comparten mas del 55% de su similitud (Shen, 1997, Benny y Adithan, 2001; Galli y Feijoo, 2002).
En este sistema de nomenclatura, como ya se menciond antes, el prefijo CYP es utilizado para
designar al sistema del citocromo P450 (Riesenman, 1995; Benny y Adithan, 2001) y se designa con
un namero arabigo, comenzando con el 1 para las familias del gen. Por ejemplo, las enzimas
hepaticas primarias metabolizadoras de farmacos, estan cominmente agrupadas en cuatro familias
designadas del 1 al 4 (ver tabla 5). Los P450 extrahepaticos involucrados en la sintesis de esteroides
pertenecen a las familias 18, 19 y 21 (ver tabla 5). Las subfamilias se representan con letras
mayusculas secuenciales y los genes individuales dentro de la subfamilia son denotados por niimeros

arabigos secuenciales después de la letra (Gonzales, 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 debera denotarse con la letra I. Los genes individuales se numeran

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

Cada isoenzima P450 es el resultado de un gen separado. Se han identificado mas de 200
genes de citocromo P450 (Nebert y col, 1991; Nelson y col, 1993), pero su contribucion al
metabolismo de farmacos ha sido dificil de entender debido a la baja especificidad por el sustrato. En
el higado humano se han identificado un minimo de 12 enzimas P450 distintas que participan en la
activacion del oxigeno molecular para su incorporacion dentro de una amplia formacion de sustratos
lipofilicos (Murray, 1992).

En el pasado, los alelos del CYP2D6 habian sido nombrados arbitrariamente utilizando una
sola letra después del nombre del gene, pero al incrementarse el nimero de alelos descubiertos, este
sistema se volvié inadecuado. La recomendacion actual es que el gen y el alelo sean separados por
un asterisco. Los alelos especificos son nombrados por un nimero arabigo (el cual denota su grupo
alélico) y se distinguen por letras latinas capitalizadas (denotandose el subgrupo del alelo). Por
ejemplo, la CYP2D6*4A y la CYP2D6*4B son la misma mutacién pero difieren por una substitucién
silenciosa de una sola base (Benny y Adithan, 2001).

Las copias extras de un alelo (duplicacion o amplificacién) pueden existir en tandem; por
ejemplo, el alelo CYP2D6L2 contiene dos copias de CYP2D6L.. Aqui, el arreglo entero de los alelos
debe ser referido como CYP2D6*2X2. Cuando la duplicacion 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 remplazandolos por un espacio sencillo, es utilizada para nombrar la proteina,
por ejemplo, CYP2D6 1. Pero ambos alelos italizados y separados por una diagonal, se utilizan para
la designacion de genotipos (CYP2D6*1/CYP2D6*4A). Las descripciones de los alelos, asi como su
nomenclatura y referencias relevantes, son continuamente actualizadas en la pagina Web

http:.//www.imm.ki.se/CYPalleles/ (Benny y Adithan, 2001).
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Existen cuatro enzimas P450 particularmente importantes para la psicofarmacologia:
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, y CYP3A4. En la figura 5, se presenta un esquema de los cuatro

citocromos con algunas de sus caracteristicas mas importantes (Brosen, 1996).

Se ha encontrado una variabilidad interindividual en la expresién hepatica de enzimas P450
(Forrester y col., 1992; Shimada y col, 1994) y para un individuo, la velocidad de depuracién
metabolica de un compuesto esté en funcién del fenotipo. De las enzimas involucradas el CYP2C19
y el CYP2D6 se expresan polimorficamente. A la fecha la expresion polimorfica de CYP1AZ2 no ha
sido establecida claramente (Wrighton y Stevens, 1992). En la tabla 6, se muestran algunas
variaciones determinadas genéticamente que afectan la farmacocinética de algunos farmacos

(Cervantes y col., 2001).

Por ofra parte, algunos polimorfismos del gen C¥P2D6 han sido asociados a la
susceptibilidad de varias enfermedades, como: cierto tipo de canceres, lupus eritematoso ststémico,
adenomas de la pituitaria, neuropatias Balkon, espondilitis anquilosante y sintomas tempranos de la
enfermedad de Parkinson (Benny y Adithan, 2001).

Tabla 5. Clasificacion general de las familias de los citocromos P450

Clasificacion Funcién Familias

Esteroidogénicas

Son las encargadas de sinietizar esteroides para mantener la
integridad de la membrana de los organismos unicelulares para
que actiien como mediadores hormonales del desarroilo de
organismos diferenciados. Poseen substrato rigido y
especificidad de producto. Estdn situadas en las mitocondrias.

A eoste gnupo le
pertenecen las
familias 5, 7, 11,
17, 19, 21, 27.

Xenobidticas

Estas metabolizan sustancias biolégicas exdgenas (de alli el
prefijo xeno) permitiendo su eliminacién. Se localizan en el
reticulo endoplasmatico liso.

A este grupo le
perienecen las
farmilias 1, 2, 3, 4.

Tomado de Galli y Feijoo, 2002.

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

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

exposicion de agentes neurotoxicos ambientales y a la profesion del individuo (Benny y Adithan,

2001).

24




Inhibidores Inductores Procarcindgenos | Sustratos endbgenos
activos
Fluvoxamina | Fumar MelQx f3- estradiol
Furafillina Omeprazol Phip Uroporfirindgeno [T
PAH dimelQx

Polimorfismo
oxidativo de §
Mefenitoina

Herencia Famma
p‘rul

Autondémico Mefeni
recesivo wi. ml | (Omepre
y m2 (PCR) (Proguar

D

Herencia Farmacos Metabolizadores
pruecba pobres (%)
Polimerfismo oxidativo Autosémico Debrisoquina ! en pegros
Esparteina/Desbrisoquina Tecesivo D6- Dextrometorfan | 1 en orientales
wi, D6-A, D6- | Esparteina 7 en blancos
B, D6, D6-E

Inhibidores Inductores E.
Ketoconazol Carbamacepina | Intest
Eritromicina Dexametasona | e higs
Jugo de fruta de uva | Rifampicina

Figura 5. Los cuatro citocromos P450s mds imponantes para la oxidacién de fimmacos: citocromo P450 A2 (CYPLA2) (A), (
CYP3A4 (D); (Brosen, 1996).




GENERALIDADES

2.2.3 Gen del citocromo P450 2D6 (CYP2D6)

El gen CYP2D6 reside en la regién CYP2D6-8 del cromosoma 22 en la regién 13.1 del brazo
largo (22q13.1) en asociacion con los pseudogenes CYP2D7P y CYP2DS8P, 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).

Este gen codifica para una de las enzimas metabolizadoras de farmacos del
221D
citocromo P450, la enzima 4-hidroxilasa de desbrisoquina o CYP2D6, (figura 7)
e que esta involucrada en el metabolismo oxidativo de mas del 25% de los

23Ip1i.2

farmacos que actualmente se utilizan en la practica clinica y de neurotoxinas
Rapis.s 2

incluyendo el MPTP, asi como de compuestos enddgenos incluyendo la

22a11.1

ttoes dopamina (Payami y col., 2001), ver tabla 7.
AL La2s Este gen es muy polimorfico, y ha sido uno de los defectos genéticos mas

-1 1E-T% 8

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

2Fqlas 3

FENIR. T =gl

factores criticos que causan susceptibilidad individual a diferentes farmacos y
ZIni T2

neurotoxinas exogenas en su respuesta metabolica (Benny y Adithan, 2001).

2a=13.2

2ol X 31

Figura 6. Localizacion del gen CYP2D6 , locus 22q13.1.
http.//www.ncbi.nilm.gov/entrez/viewer.fgci

E2ul Fe IR
el Fe 2D

El polimorfismo o deficiencia alélica que presenta este gen se debe a la presencia de
mutaciones puntuales, deleciones o inserciones de nucledtidos y duplicacion o delecion del gen
completo (Gaedigk, 1999; Benny y Adithan, 2001).

Solo el alelo silvestre de este gen, CYP2D6*1A 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 CYP2D6; siendo dos variantes alélicas no funcionales del gen
CYP2D6 (CYP2D6*3 y CYP2D6*4), las que han sido consideradas como los principales factores

criticos que causan susceptibilidad individual a ciertos farmacos, neurotoxinas y a algunas
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enfermedades, como la EP, esto en base a la actividad metabdlica de la CYP2D6 (Benny y Adithan,

2001).

Tabla 6. Principales polimorfismos farmacogenéticos en las enzimas metabolizadoras de
farmacos

su frecuencia en diferentes g

DOS étniCos

Frecuencia en
diferentes
grupos étnicos

Ejemplos de
fArmacos
metabolizados

Riesgo de
enfermedades

Citocromo
P450 2D6

Hidroxilasa de
desbrisoquina

Caucisicos 6%,
NELIos Americanos
2%, orientales 1%

Etiopes 20%,

espaiioles 7%,

escandinavos
1.5%

Desbrisoquina,
codeina,
nortriptilina,
dextrometorfin

2~ 2.5% tiesgo de
Parkinson en poblacién
caucisica

Mayor incidencia de
cancer de vejiga,
higado, faringe y

estomago. Cancer de

pulmon en fumadores

Citocrmomo

Crp2c9 P450 2C9

No determinada

Tolbutamida,
diacepam,
ibuprofeno,
warfarina

Gran variedad

Citocromo
P450 2C19

Orientales 18—
23%
caucasicos 4%

Mefeitoina,
omeprazol,
proguanilo,
citalopram

Efectos colaterales por
mefeitoina en SNC,
rash cutaneo, fiebre,
adenopatias
generalizadas y
discracias sanguineas
fatales

Caucasicos 40-
60%,
afroamericanos
60%, orientales
10-20%,
esquimales 5%,
algunas
poblaciones
mediterraneas
0%

Caucasicos 25%,
Japoneses 70%

Isoniazida,
procainamida,
sulfonamidas,

hidralazinas

Neuropatias periféricas,
lupus eritematosos y
riesgo de cdncer de
vejiga y de mama en
fumadores

Mayor riesgo de cancer
de higado y colorrectal

PM

Bajo en todas las
poblaciones

6-mercaptopurina,
6-tioguanina,
azatioptina

No determinadas

Glucosa-6-fosfato

Deficiencia

Mediierrineos
25%, noreuropéos
0%

Actividad

PM = metabolizadores lemtos o pobres; EM = metabolizadores rapidos o extensos

No determinada

Acido natidixico,
nitrofurantoina,
sulfas,
fenilhidrazina,
primaquina

Anemia hemolitica
(favismo)

Susceptibilidad a
infeccién por
Plasmodium sp

Tomado de Cervantes y col., 2001.
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Tabla 7. Substratos metabolizados por la CYP2D6
Antihipertensivos y -blogueadores

Alprenolol Bufuralol Bunitrolol Bupranolol
Carteolol Clonidina Debrisoquina Guanoxan
Indoramina Losartan Metoprolol Nimodipina
Nitrepdipina Oxyprenolol Propranolol Timolol
Antiarritmicos
Amiodarona Aprindina Encainida Flecainida
Mexilefina Procainamida N-propilajmalina Propafenona
Sparteina
Antidepresivos
Amiftavina Amitriptilina Brofaromina Citalopram
Clomipramina Desmetilcitalopram Desipramina Fluvoxamina
Fluoxetina Imipramina Maprotilina Minaprina
Moclobemida Nefazodona Nortriptylina Paroxetina
Tomoxetina Tranilcipromina Trimipramina Venlafaxina
Neurolépticos
Clozapina Haloperidol Levomepronazina Olanzapina
Perfenazina Pimozida Risperidona Sertindola
Tioridazina Zuclopentixol
Opiicios .
Codeina Dihidrocodeina Dextrometorfan Etilmorfine
Hidrocodona Norcodeina Onycodona Tramadol
Agentes quimioterapéuticos
Clotrimazol Doxorubicina Ketoconazol Mefloquina
Pirimetamina Rifampicina Ritonavir Roxitromicina
Suifasalazina
Antihistaminicos
Azelasting Cinnarizina Loratadina Prometazina
Micelineos
Apigenina Budesonida Chioral hydrate Ciclobenzaprina
Dexfenflurantina Dibucaina Dihidrocrgotaming Dolansetron
Etiniloestradiol Fenoterol Formoterol 4-Hidroxiamfetamina
Landampsoma MDMA (extasis) Metoxamina HCl Metoxiamfetamina
Metoxifenamina Metoxipsoralen Metoclopramida MPTP
Nicergolina Ondansetron Perhexiling Fenformin
Fenilpropanolamina Quercitina Serotonina Tacrina
Tamoxifen Tolterodina Tropisetron

Tomado de Benny y Adithan, 2001.

La mutacién mas comun es la CYP2D6*4 (polimorfismo B) teniendo una frecuencia alélica

del 21.5 al 28.6% en poblacion caucasica e involucra una sustitucién de una base de G en el

nucieotido 1934 por una A en la unién del intrén 3 / exén 4. La segunda mutacién comun es la

CYP2D6*3 (polimorfismo 4) que tiene una frecuencia alélica del 2.7% en poblacion caucésica e

involucra una delecion de la A en el nuceotido 2637 del ex6n 5 (Schur y col., 2001). Los individuos

con alguno de los dos alelos deficientes, son clasificados como presentadores del genotipo
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homocigoto mutado (“/s3 0 /+s) 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 ('YF2/26 en poblacion caucasica (Schur y col., 2001)

Figura 7. Proporcion de farmacos metabolizados por las
principales enzimas del citocromo P450

@ CYP3A@ECYP2D6 OCYP2C O CYP2E1 BCYP1AZ

Goodman & Gilman, 1996 Young. 1999,

Como ya se menciond antes, este defecto de hidroxilacion (mediado por la mutacion en el
alelo “n”} es heredado como un rasgo autosdmico recesrvo. Los metabolizadores extensos pueden ser
homocigotos para el alelo E (EE) u heterocigoto (En). Los metabolizadores pobres son homocigotos
por la mutacion en el alelo n (nn). Sin embargo, la determnacion del heterocigoto es dificil sin el

estudio completo familiar (arbol genealogico) (Barbeau y col., 1985).

Mientras que algunos individuos son metabolizadores extensos de desbrisoquina, una baja
proporcién son metabolizadores pobres y podrian sufrir mas efectos secundarios de los farmacos. La
proporcion de metabolizadores pobres en la poblacion mundial es variable (tabla 8), por ejemplo,
1% en egipcios (Mahgounb y col., 1979), del 7 - 10% en caucasicos (Tucker y col., 1977), y del
30% en onentales (Kalow y col., 1980).

Asi, determinando el genotipo / fenotipo de hidroxilacion de la 4-Hidroxilasa de
desbrisoquina ('YP2D6 se puede estudiar la hipotesis generada en el ano de 1985 por Barbeau y

colaboradores respecto a la etiologia de la enfermedad de Parkinson. Sugiriendo, que los
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metabolizadores pobres podian tener un incremento de susceptibilidad a la enfermedad del Parkinson
debido al dafio en la destoxificacion lenta de neurotoxinas metabolizadas por la CYP2D6 (Barbeau,
1985). Lo que se traduce, en una metabolizacion y eliminacién lenta de farmacos, toxinas
ambientales, y compuestos endogenos llevando a tiempos de latencia y retencion mas prolongados
(Chan, 1998).

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

| Grupo étnico Total de sujetos PM (%) UEM (%)
[ Estadounidenses blancos 264 5.8 2.2
] Estadounidenses negros 246 33 2.4
| Alemanes 589 7.0 2.0
' Alemanes del sur 195 77 1.5
| Espaiioles del norte 147 54 5.1

217 2.8 3.5

270 80 1.0

258 5.0 1.0
265 84 1.9
404 L5 58
152 0.0 03
i3 0.0 1.3
Nicaragiienses 137 36 1.1
101 20 21
122 1.8 29

PM = metabolizadores lentos o pobres;
UEM = ultra metabolizadores o metabolizadores ultraextensos (duplicacion del gen)
Tomado de Benny y Adithan, 2001,
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2.2.4 Fenotipificacién y genotipificacion
del citocromo P450 2D6 (CYP2D6)

La variabilidad en el gen CYP2D6, puede ser evaluada a nivel de fenotipo, investigando la
actividad enzimatica de la 4-Hidroxilasa de desbrisoquina; o a nivel de genotipo, por medio de la
determinacion de la presencia de alglin alelo mutado (Linder y col., 1997; McKinnon y Evans, 2000,
Bennyy Adithan, 2001). El objetivo en comin de estas técnicas, es el de distinguir entre los tres tipos
de metabolizadores probables: PM, EM, o UEM (Linder y col., 1997).

Q@ Fenotipificacion

La fenotipificacién requiere la administracion de un farmaco de prueba (testigo), cuyo
metabolismo debe ser solamente dependiente de la enzima CYP2D6. Este método involucra la
coleccion de la orina por un periodo de tiempo después de la administracion del farmaco testigo,
seguido de la determinacion de la proporcion metabélica (MR por sus siglas en inglés metabolic
ratio), definida como la proporcion de la dosis del farmaco o farmaco inalterado sobre la cantidad
metabolizada en suero u orina. Se han utilizado diferentes farmacos testigo para la fenotipificacion
del CYP2Dé6. Anteriormente, estos estudios se realizaban utilizando desbrisoquina y esparteina,
actualmente, se han utilizado con mayor frecuencia el dextrometorfan, el metoprolol y la codeina. En
la tabla 9, se enlistan las enzimas CYP polimorficas y los farmacos testigo que pueden utilizarse
para la medicion in vivo de su actividad (fenotipificacion). Partiendo de que el fenotipo del
individuo, es relativo a un sustrato de referencia, la prediccion del fenotipo metabolizador para otro
sustrato dependera 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 enzimatica, pero no identifica si
la variabilidad es debida a causas genéticas o a otros factores (McKinnon y Evans, 2000). La
proporcidn metabolica esta en funcion factores tales como: el aclaramiento renal de farmacos, asi
como de la actividad enzimaética. 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, 2001).
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De los farmacos testigo utilizados para el analisis de la CYP2D6, solo el dextrometorfin se
encuentra disponible como medicamento OTC (de libre venta) en la mayoria de los paises, y es
considerado seguro en nifios y mujeres embarazadas. Sin embargo, en el metabolismo de este
farmaco, también se ve involucrada simuitaneamente con la CYP2D6 otra enzima, la CYP3 A4, por

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

Tabla 9. Enzimas CYP polimérficas y farmacos testigo utilizados para la medicién in vivo de
su actividad (fenotipificacion

Criterio de asignacién del fenotipo

Farmacos testigo y metabolito
generadeo por la CYP2D6
| CYP2D6 Desbrisoquina  4-hidroxidebrisoquina; PM=MR2> 126, UEM=MR <0.5
Dextrometorfin  dextrorfan; PM=MR>03
; Esparieina  2-y 5-dehidroesparteina PM =MR > 20
| CYP2C19 Mefenitoina log o[ S-mefenitoina (dosis)}/4"-OH- PM = log indice de hidroxitacién = 1.0
mefenilofna (orina);
Mefenitoina s-mefenitoina urinaria / R- mefenitoina  PM = proporcién S/R > 1.0
urinaria; .
Omeprazol  logyy omeprazol / 5’hidroxiomeprazol Indice de hidroxilacion > 1.0
{plasma)
{ CYP2EL  Clorozoxazona Clorozoxazona (dosis) / 6-OH- PM = indefinido
i clorozoxazona (8 hr orina)
CYP3A4 Eriromicina '*CQ; recobro en aliento seguido por PM = indefinido
administracion 1. V. de '*C-N-metileritromicina,
Dapsona hidroxilamina dapsona / dapsona + PM = indefinido I
hidroxilamina dapsona ]

PM: metabolizadores lentos o pobres; UEM: Metabolizador ultraextenso, MR: Proporcidén metabdlica
Tomado de Linder y col., £997.

En estudios farmacocinéticos, la fenotipificacion ha tenido ventajas sobre la genotipificacion
en revelar interaccidnes fiArmaco-farmaco o defectos en el proceso global del metabolismo de
farmacos (Linder y col., 1997, Benny y Adithan, 2001); pero por otro lado, la fenotipificacion
también ha tenido varios inconvenientes debido a que es laboriosa y los protocolos de investigacion
resultan muy complicados. Se corre el riesgo de que se presenten reacciones adversas al farmaco
testigo; surgen problemas en la asignacion incorrecta del fenotipo, debido a la co-administracion de
otros farmacos, y a la confusion de los efectos del fairmaco en cierta enfermedad o enfermedades
concomitantes (Bordet 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 algin farmaco o farmacos concomitantemente y que sean

metabolizados por la CYP2D6 y/o que sean inhibidores de esta enzima (ver tabla 10). En

32




GENERALIDADES

consecuencia, la formacion del metabolito del farmaco testigo puede ser reducido a pesar de la
actividad enzimatica normal, y la proporciéon metabélica en orina indicaria un metabolizador lento.
Tal transformacion aparente de un fenotipo EM a un fenotipo PM se denomina fenocopia (Benny y

Adithan, 2001).

Amitriptiling

Bufuralo!

Cistiotixene
Clozepina Desmetilimipramina
Fluoxamina Fluoxetina

Hatoperidol Levomepromazina Metadona

Olanzapina Oxprenolol Paroxelina

Perfenazina Propofenona Propranolol

Quinina Ranitidina Reboxetina

Sertralina Terbinafina Terfenadina

Ticlopidina Venlafaxina Yohimbina ;
Tomado de Benny y Adithan, 2001.

@ Genotipificacion

La genotipificacion del gen CYP2D6 involucra la identificacién de mutaciones geneéticas
definidas que dan lugar al fenotipo metabolizador, de farmacos y neurotoxinas especificas, al cual
pertenece un individuo. Estas mutaciones incluyen alteraciones genéticas que propician una sobre
expresion (duplicaciones del gen), una ausencia de un producto proteinico activo (nulidad del alelo),
o produccidn de una proteina mutada con actividad catalitica diminuida (inactivacion del alelo)
(Benny y Adithan, 2001). La genotipificacién provee informacion sobre los alelos del citocromo
P450 que se encuentran presentes, pero requiere de una interpretacion exacta y un entendimiento de

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

Para Ja genotipificacién se suele trabajar con el DNA aislado de linfocitos periféricos y
cominmente, se utilizan dos métodos: el método de la PCR-RFLP (fragmentos de restriccion de
longitud variable) y el de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) para un alelo especifico
(Benuy y Adithan, 2001). Generalmente, los laboratorios de diagnéstico y de investigacion suelen

realizar estas técnicas de manera relativamente facil y econémica (McKinnon y Evans, 2000).
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La técnica de PCR, demostré ser un método 1itil en la deteccidn de mutaciones genéticas
asociadas con alteraciones metabolicas de farmacos y neurotoxinas, y/o susceptibilidad a cancer. En
ésta, la region especifica del gen de interés es amplificada por PCR seguido por la digestion del
producto de DNA amplificado con endonucleasas de restriccion. El tamafio de los productos de
digestiéon es evaluado facilmente por electroforesis en geles de agarosa, tincion con bromuro de
etidio y visualizacién con transiluminacion UV (Linder y col., 1997, McKinnon y Evans, 2000,
Benny y Adithan, 2001).

En la amplificacién de alelos especificos por PCR, se utilizan oligonucleétidos especificos
para la hibridacién con los alelos comunes y/o mutados en reacciones de amplificacion paralela. Sélo
el oligonucledtido hibridiza precisamente a la secuencia blanco produciendo el producte de
amplificacién. El andlisis para la presencia u ausencia del producto de amplificacion apropiado se

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

Las endonucleasas de restriccion tienen la capacidad de hacer cortes en las secuencias
nucleotidicas de DNA con un alto grado de especificidad. Asi, pueden detectarse mutaciones
puntuales con endonucleasas de restriccion con secuencias de reconocimiento especificas, ya que el
DNA de interés sirve como sustrato para tal endonucleasa. Este estudio es rutinario en la
comparacién del tamafio de los productos generados por digestién de los substratos de DNA
amplificados por PCR, a partir de el DNA genomico de sujetos control vs. los DNAs gendémicos de
sujetos en estudio (casos). Las diferencias en el tamafio de los fragmentos nucleotidicos generados de
la digestion con endonucleasas de restriccion, son referidas cominmente como fragmentos de

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

El mejor ejemplo de esta técnica en la genotipificacién del gen CYP2D6, es la identificacion
de los polimorfismos CYP2D6*A y CYP2D6*B, las cuales se analizaron en este trabajo y se

describiran mas adelante.

Este método de genotipificacion requiere pequefias cantidades de sangre o tejido (Bowie y
col,, 1994), no se afecta por enfermedades subyacentes o por ingesta de farmacos 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 nimero de variaciones alélicas del citocromo P450 que
va incrementandose dia a dia (McKinnon y Evans, 2000), siendo mas 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 pagina Web:
http://www.imm ki.se/CYPalleles/. Sin embargo, esto parece depender del grupo étnico, la

genotipificacion de solo 5-6 alelos no funcionales, han predicho el fenotipo CYP2D6 con
aproximadamente el 95-99% de certeza. Por ejemplo, la variacion alélica CYP2D6 mas comin en
poblacion de Caucasicos, 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 determinacion del genotipo basadas en
la tecnologia conocida como microarreglos. Un ejemplos de tal tecnologia, son los chips del gen
CYP2D6, recientemente introducidos por Affymetrix en los Estados Unidos. Estos chips copian
sintéticamente rasgos de identificacidn de los alelos P450 inmobilizados dentro de un soporte solido
utilizando tecnologia de fotolitografia, ofreciendo la potencia y la precisiéon para genotipar grandes

poblaciones con respecto a todos los genes P450 clinicamente relevantes (McKinnon y Evans, 2000).
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2.3 Estudios que han investigado la asoclacion
del CYP2D6 con la etiologia de la EP

Como ya se mencion6, Barbeau y colaboradores en el afio de 1985 fueron los primeros en
sugerir que los MP tienen mayor susceptibilidad a desarrollar EP como resultado de la
destoxificacion lenta de neurotoxinas por la deficiencia del citocromo 4-hidroxilasa de
desbrisoquina, esta hipotesis fue apoyada por estudios farmacocinéticos. Sin embargo,
investigaciones posteriores por anilisis genotipico del CYP2Dé6 (analisis molecular de DNA) han

sido contradictorias.

Armstrong y colaboradores en el afio de 1992 evaluaron 15 genotipos de CYP2D6 en 53
pacientes con EP y 72 controles sanos de origen caucasico, por medio de PCR y PCR-RFLP,
encontrando que el alelo CYP2D6*B (CYP2D6*4) es dos veces mas frecuente en pacientes que en
controles, con un riesgo relativo aproximado del 2.7 (IC95% 1.14-6.41; p = 0.0063) para los sujetos
con fenotipo homocigoto y heterocigoto para este alelo. En ese mismo afio, Smith y colaboradores
reportaron que individuos con un defecto metabdlico 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 Parkinson (estudiando el alelo CYP2D6*4 en

229 pacientes y 720 controles de raza caucésica).

En el afio de 1994 Planté-Bordeneuve y colaboradores, no encontraron diferencias
estadisticamente significativas, al estudiar los alelos CYP2D6* Ay *B (*3 y *4) en 48 pacientes con
EP familiar de 22 familias Brit4nicas 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 concluian que el locus CYP2D6 no era el mejor para determinar la
susceptibiliadad genética en la EP idiopatica (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 metodologia; 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 cronica. En la tabla 11 se resumen los principales estudios al respecto.

Tabla 11. Estudios que han investigado la asociacion del gen CYP2D6 con la etiologia

Poblacion

de la EP en diferentes poblaciones

Alelos
estudiados

Asociacion
No/ Si

Controles

N

RM (IC 95%)

Caucdsicos
(Armstrong y col., 1992)

CYP2D6*A
CYP2D6*B
CYP2D6*D
CYP2DG*E

S (*B)

72

2.7 (1.14-6.41)

Caucasicos
(Smith y col., 1992)

CYP2D6*B

Si (*B)

2.54 (1.514.28)

Britamicos ¢ Iflandeses
(Planté-Bordensuve y cof.,
1994)

CYP2D6*A
CYP2D6*B

No

NS

Franceses
{Bordet y col., 1996)

CYP2D6*A
CYP2D6*B

No

NS

Alemanes
{Gaser y col., 1996)

CYP2D6*B

No

NS

Caucisicos de EEUU
(Sandy y col., 1996)

CYP2D6*B

No

NS

Caucasicos anstralianos
(McCanny col.,, 1997)

CYP2D6*B

1.7 (0.94-2.45)

Bélgica, Loxemburgo
{Diederich y col., 1997)

CYP2D6*A
CYP2D6*B

NS

NewYorck city, EEUU
(Wilhelmsen y col., 1997)

CYP2D6*A
CYP2D6*B

Chinos de Hong Kong
(Chany col., 1998)

CYP2D6*A
CYP2D6*B

¥ Residentes del Pacifico Norte
de EEUU

(Payami y col., 2001)

CYP2D6*B

{Guerrero y col., 2002)

CYP2DG*A
CYP2D6*B
CYP2D6*T
CYP2D6*G

CYP2D6*A = *3; CYP2D6*B = *4; CYP2D6*G = *8, CYP2D6*T = *6 -
RS = Razén 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 def tipo CYP2D6 y su posible efecto
como factor de susceptibilidad en la etiologia de la enfermedad de Parkinson en poblacién mestiza

mexicana.

3.2 Objetivos Particulares

© Establecer ia frecuencia genotipica y alélica de los alelos no funcionales CYP2D6*3 vy
CYP2D6*4 relacionados con el fenotipo metabolizador lento, y del alelo funcional CYP2D6* 1
(tipo silvestre), en 50 pacientes con enfermedad de Parkinson pertenecientes a la poblacién

mestiza mexicana.

® Establecer la frecuencia genotipica y alélica de los alelos no funcionales CYP2D6*3 y
CYP2D6*4, relacionados con el fenotipo metabolizador lento, y del alelo funcional CYP2D6* 1
(tipo silvestre), en 50 personas mestizo mexicanas mayores de 50 afios que no tengan indicios de

presentar alguna enfermedad neurodegenerativa.

@ Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en los pacientes con EP y en los
voluntarios mayores de 50 afios {grupo control), para determinar la posible asociacién de los

alelos no funcionales del CYP2D6 con la etiologia de la EP.
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JUSTIFICACION

4, Justificacién

Hasta la fecha en México no se ha reportado ningiin estudio acerca de los polimorfismos del
gen CYP2D6 en su poblacion mestiza mexicana, por lo que la identificacion de los alelos mutantes
en pacientes con enfermedad de Parkinson permitira analizar uno de los factores de riesgo

relacionados con la etiologia 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 poblacion mestiza mexicana, con Parkinson

y mayor de 50 aflos, para determinar la posible asociacion de los alelos no funcionales del gen
CYP2D6 con la etiologia de la EP.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Poblacion estudiada

Se incluyeron 61 pacientes con enfermedad de Parkinson (diagnosticados en la Clinica de
Discinesias en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez 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 afios 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 inclusion y exclusién de la poblacién estudiada

5.2.1 Criterios de inclusién y exclusion para el grupo de pacientes

Se incluyeron pacientes mexicanos (al menos dos generaciones), diagnosticados con la
enfermedad de Parkinson en ta clinica de Discinesias en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manue! Velasco Suirez (INNN). Cabe mencionar, que solo se incluyeron a los
pacientes que firmaron la hoja de consentimiento en donde se les informé el objetivo y la

importancia de este estudio.

Se excluyeron todos los pacientes que no presenten la enfermedad de Parkinson y que no
provenian 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 inclusién y exclusién para el grupo control

Se incluyeron personas mexicanas (al menos dos generaciones) y mayores de 49 afios sin
ningln indicio de presentar alguna enfermedad neurodegenerativa, y que aceptaron participar en este
estudio. Todos ellos firmaron la hoja de consentimiento en donde se les informé el objetivo y la

tmportancia del estudio.
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Cuadro 1. Carta de consentimiento informado

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

IHSURGENTES SUR No. W7
C.P. 14268 MEXICO, IuF,
TEL 34085822

ESTUDIO FARMACOGENOMICO EN POBLACION MEXICANA NORMAL Y EN PACIENTES NEUROP SIQUIATRICOS

1.- Me han Informado que en el Departamento de Neurogenética y Laboratorlo de Neuropsicofarmacoiogia del Instituto
Nacional de Neurclogla y Neurocirugia (JINNN) estan realtzanda Junto con el Departamento de Sisternas Biolégicos de la
Universidad Auténoma Metropoftana un estudio para Investigar como se transforman aigunos medicamentos en ef
organismo y que variantea hereditarias tienen los genss que producen las sustancias (proteinas) que intervienen en la
transformacion de dichos medicamentos en la poblacion mexcana.

colaborar en este estudio en nada se afectara la atenckdn gue el Instituto me proporciona.

3.- Si acepto participar se me pedird que después de orinar a las 10.00 PM {10 de la noche) tomard 10 ml de un jarabe que
me darén ya medido que contienen 30 mg de dexirometorfin con un vaso de agua. Este jarabe se usa habtualmente para
e tratamiento de la tos. Colectard la orina durante las & horas pasterioments a la toma del Jarabe en frascoa de vidrio color
Ambar que me proporcionand el Institute. Esta orina la entregand a la mafiana siguiente de su recoleccion en ef Laboratorio
de Neuropsicofarmacologla del LN.N.N.

2~ Se me ha lnformade que mi participackdn en ests estudio es voluntaria, si soy pacients de! LN.N.N. y si nc deseo
4. Al entregar Ia muestra de orina me tomarén una muestre de sangre de 20 ml para extrasr el DNA que es el material
heraditario. No necesio ir en ayunas para esta toma de sangre.

5.- He sido Informado que las agujas y tubos con los cuales sa me tomaré ka sangre son desechables, y que no recibird |
ningun resultado pues este proyecto atun estd en etapa de investigacion.

6.- Se me informé que o dextrometorfdn es un jarabe que ha sldo ampliamente usado desde hace muchos aflos en
millones de personas,

7.- Riesgos: Ccasionalments el dextrometorfdn puede causar nduseas, vomito, erupciones cutdneas, Wrastomos
gastrointestinales, excitackon, somnclencia y en dosis repetidaa y mayores pueds causar depresién nerviosa y dificuttad
para respirar, '

8.- He sido informade que puedo abandonar el estudio en el momento que yo deses.

9.- Se me ha Informado que para cualquier duda o aclaracién respecto a este estudio puedo comunicarme al 56 08 38 22
con la Dra. Ma. Elisa Alonso ¥ Dra. Marisol Lopez Lépez a la exdension 2022, con la Dra. Helgl Jung a la extensin 2017 y
con ef Q.F.B. Jorge Guerrerc a al extension 2018.

verbalments o pof escrito, pero sin revelar mi identidad.

11.- He lsido esta forma de consermtimiento, me han aclarado las dudas que he tenido acerca del estudio y he decldido
aceptar en partitipar en esta Investigacién.

Fecha:

Nombre del participante:

Firma del particlpante;

Nombre del responsable del paclente en caso de Incapacidad del paclente

Flinma dal responsable del pacients en caso de Incapacidad del pacienta

Nombra Testigo:

Firma Testigo;

Nombre Testigo:

Firma Testige:

10.- Estoy de acuerdo que la informacién clinica derivada del estudio de mi caso sea comunicada a la comunkdad médica ‘
I
|
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Cuadro 1. Continuacidn ...

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

INSURGENTES SUR No, 3377
C.P. 44268 MEXICO, D.F.
TEL 5606-3822

DETERNIMINACION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR UTILIZANDO
DEXTROMETORFANO

VOLUNTARIC No, No. de Registro
NOMBRE DEL VOLUNTARIO;

NOMBRE COMPLETO
INICIALES:

EDAD: PESQ: GRUPO SANGUINEQ:

NACIONALIDA,;

LUGAR DE NACIMIENTC: CIUDAD PAlS:

FECHA Y HORA REAL DE LA ADMINISTRAGION:

VOLUMEN DE DEXTROMETORFAN:

VOLUMEN DE QRINA RECOLECTADA:

FECHA DE ANALISIS DE LA MUESTRA;

Conteste el siguients cuestionario:
1.~ La semana previa al estudio, Jestuvo bajo tratamianto con algun medicarnenta?, sl su respuesta es si Indique por favor el

nombre de dicho medicamento,

2- ¢Ha ingerido  pastiltas anticonceptivas o algan tratamiento  hormonal en los tilimos

dlas?.

3~ (Es fumador?, sl su respuesta es ¢l indlque por favor e! nimero de cigamos gque se fuma

diario.

4- lngiere bebidas alcohdlicas, café o 4?7, si su respuesta es s indique con que frecuencias los

Ccofsume.

5.- Menclone el lugar de nacimlento de sus sigulentes familiares:

Madre: Ciudad Estado

Padre: Ciudad Estado

Abuelo Patemo: Ciudad

Abuela Paterna: Ciwdad

Abuelo Materno: Ciudad

Abuela Materna: Ciudad
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Se excluyeron a todas las personas menores de 49 afios y a todas aquellas que presentaran
alguna enfermedad neurodegenerativa y/o que no provenian 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 tomo en cuenta el sexo tanto en pacientes como en controles, ya que es irrelevante

para el analisis genotipico.

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

Se cred 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 afios (controles).
Tanto el grupo de casos como el de controles pertenecen a la poblacidn mestiza mexicana. La
metodologia que se siguié para la determinacion del polimorfismo *3 y *# del gen CYP2D6 se

muestra en el esquema 1.

Las técnicas que se utilizaron para la extraccion del DNA genomico, asi como de PCR,
RFLPs y las distintas electroforesis que se implementaron en esta investigacién tanto para la
determinacion del polimorfismo CYP2D6*3 como para el CYP2D6*4, se describen de manera

sucesiva e independiente a continuacion,

5.4 Extraccion de DNA genémico

5.4.1 Método de extraccion de DNA genémico por la técnica de sales-fenol-cloroformo

A partir de 20 ml de sangre periférica empleando ACD (4cido citrico dextrosa) como
anticoagulante y con la ayuda del amortiguador RCLB (TRIS 1M pH7, MgCl; 1M, NaCl 5M, H,0O
desionizada estéril) se obtuvo el paquete de leucocitos; de los cuales, se llevé a cabo la extraccion del
DNA genomico empleando el método de extraccidn de sales-fenol-cloroformo (Maniatis, 4 ed;

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

Esquema 1. Diagrama de flujo que representa el orden en que se realizaron las técnicas empleadas en esta

investigacion
Equipo

Equipo para puncion venosa

Guantes de latex estériles

Tubos falcon estériles de 50 ml con tapdn de rosca

Centrifuga con refrigeracion y rotor para tubos falcon de 50 ml y microtubos de 1.5 ml
Bomba de vacio con filtro acoplada a una trampa para colectar desechos bioldgicos liquidos
Microtubos estériles de 1.5 ml

Micropipeta de 1000 pl con puntas estériles

Pipetas de transferencia estériles de 3 ml

Centrifuga con vacio, extractor de solventes organicos y calentamiento

Bafio maria

Refrigerador

Reactivos

Acido citrico dextrosa (anticoagulante)
Amortiguador de lisis RCLB (Tris [1M] pH 7.6; NaCl [5M]; MgCl;[1M])
NaCl [SmM]
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SDS [10%)]

Solucién saturada de NaCl

Solucion de feno! saturado

Solucion de fenol, cloroformo y alcohol iscamilico [25:24:1]
Solucion de cloroformo y alcoho! isoamilico [24:1]
Iso-propanol frio [Absoluto]

Etanol frio {70%]

Agua grado inyectable

Esquema 2. Protocolo de extraccion de DNA gendmico por el método de sales-fernol-cloroformo
(1de5)

OBTENCION DEL BOTON LEUCOCITARIO PARA
LA EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Tama de muesto

Lisnar 4 tubos de songte pearlléflca
([apowrmadiameanrte 20 mil) ulliizance  Sokdo
ciloodextios como artlcoaglsanta Bdrmooon de DA - Congeiocion

=
<

i Posar 2 UGS ce sangre o un fubo Folcan con
', mowca ¥y adlconay bulfer RCLE hasta cormpietar @
45 mil aprakimadarnente como voiumen final
Reoally los posos &, 7y B oo veces mas nosto
@ completar 3 ovados (en coda IavEos 88 deberd
socar cada ve? s volumen e sobvenadarde -
Paso & - . Altermirr s 3 avodos, i2 debe efirinor
E Homogeneizal lenla y suave po todo o sobrennoante con oyuaa de unia pineta
i GchxIr_wne.-.re 10 minutas para, lear. o Pastels conectocd o ung bomba de vaclk con
eIfiroCiting culdodo de o lewisss al bl leucoc oo
z O =
l Cenfrituge o S000 pm ad° C dwante | Omm

Centritugar o 5000 prm o £° C durante 10 min.

1n -

i Con oyeda G Lna pipeta Poslew coneclada o -
Ur Bormioa de voclo, socor W del sorsnodante @
e
® * o2
Resuspenaer el Doton Celuldr con armafiguodos
13 = e e—— Y ROMogEneror s y lsrfarmente oo
en gl past 3 (de ser necasano. oo geos
goApettios Ol fondo del Tubd gy desprencis &
botin).
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Esquema 2. Protocolo de extraccion de DNA genomico por el método de sales-fenol-cloroformo

(Continuacion: 2 de 5)

@

Descongeiar 2l
Dot euconifanc

2 Ackconon
= BEGU) e Naill SmM
4G ulde SDS al 10%
308 pul de sol. saturade de %aCl

Rersmpencien Y Qeohed an K sohrtan
fomodo o moys pane positle del
Boton leucociiann con oyuco de una
Eeery O TNl aaic ) Eestebti

Tiorslen &l condenidn o 2 micotubos
oo nocorme s @ Mo YOImen
SO L,

i Cenbitugoe Z0rmino V100l pmy 4C

= Trangrenr &l sobdenadanie o oim
a2 mecichdbo. con dyuda o6 wnd plpeio
‘ de franderencia |con cukdoon da no
mrriata sl del peecipfiooo|
< = Dipsnchor el preciphoedo = =

g 4 4
®iii

= Agega soluckdn de lere xtumde ala
i TS {OgPel Gpicarmodcrmenie ol

MRS T VORI QUS B Cle B s

EXTRACCION DE DNA GENOMICO |

osammp- CoOntinda ...

K

Coerrrifiegaw | Orruno | D00 iy d C

U@L
t

Homogenemior manuoimante  por
IrvaTean, miave y  jentormente ool
apodrmodaments 1 [ miretos

el SCamBCo O ks {ogrega
Im'm‘lﬂ S| s WOl

t Agega solucon oe lenol clomforme v
o
= quesldelomussiu),

Tansfem o soomenodonie a olo
ITIC UG SO Oyuda o Lna pipeta de
hongdemncio (con cudads de o
POrEE 1ei0s e phec B0
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Ceantifugor | Orreng | 100y 4°C

|

o Homeganerar manuaimeante por
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Esquema 2. Protocolo de extraccion de DNA genomico por el método de sales-fenol-cloroformo
(Continuacion: 3 de 5)

EXTRACCION DE DNA GENOMICO

... Continuacion

IR Ay

=
i
n t Agreen sOpoDandG [(TG] 0 Q) Mues
-
-

S |

& ERVIENENE

Transtarr & scbmenadante o oho
A OILGD Con ayuck e ura papeha de
tanffessncia  (Con  cukdodo <8 no
tronafeir resion el precipitodo)

< < Dasec horel precip@odo > =,

S
Agrepa SOIWC KN e, Closolommo- aioi =F |
soomilico a g muasiia (ogegar | *’T'
o T crras e @l s ol s Qe ' | ¥

elas a mussha) L

Homngenagar manaalmanta par
wEr=oN,  seave ¥y enlamente pam
e IEathor el Doy Cpeer e T

inversion, suave y lenfomente por

oprcdrnadomestie 10 minuios
4 ¥
T S

Homogensizar manutimeante pot t
=
-
-
Certitugor 1 0minag | 1000 am y 440
|ogeegol  opEmocormenie & ik
Wb cpue e e o rmilesTg
lranslerr @ soblenadantes a olio \ . & Al
MRECiUna Com ayuicka ¢ una ppeto de [ ;f:"
tansferencio (zon cudodo de na ‘ | 3 ':f =11
Treanafesdr iestors cel g ipfladc| T i

= < esecha: ol pleciptodo = l | t‘j s

I REC TN Y 8 IOPCE N T Oey Merty
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Esquema 2. Protocolo de extraccion de DNA gendmico por el método de sales-fenol-cloroformo
{Continuacion: 4 de 5)

' LAVADO DE DNA GENOMICO
@ F‘Hmmuqanalrcj manualmanle pol ot R -
| Imversidir,  suave y  Enlarmsente  pog

L phecipBor &l DA pendmico T

Canmmugar LSmna | D mpemy 41T

@

et

Pecantar &l sobenodarie oon CoERaan
o N pecien e DHA Dot

t Cecontr & soterodane con Cusdano
W e o peiier e DA D inhooc
-

o 1TIIE

E ]
=
i Adicsonic elanol al 70%.
nu - - -
F Casrtiffusges 15 fnina 11000 ey 4
— ;:. i -
@ 1 H':'l'“'.}l].‘.‘l"_f."f]' Tianudlmeanie oo
i’ Iversidn suove ¢ Briomente oo
-

meciptor & DNA gendmico  gue
CECborTIoS S8 et

Inversian, spave Yy lentaments  pam

-
H Homogensizar manualmente pod
‘ ot o el DINGA ppenmico,

Docaniar vl sobimnadante con curdods
e ne perdes sl DA precipifoos, g
- (@1 =
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Esquema 2. Protocolo de extraccion de DNA gendmico por el método de sales-fenol-cloroformo

(Continuacion: 5 de 5)

@

1 (.2} \

ZFP-‘"Z

SECADO Y RESUSPENSION
DEL DNA GENOMICO

Carrifugar can vacia 10
ol e TR T e

Adicienar agua inyectable
aproximadamente 200p!
f cada tbo

Pores @ DOano mioda 1oa dos rubos
minimD | horg o 50T o nodfo
e o DRA,

Parar ¢l contenido de uno de los
oz dentro del olro para tener
un wilumen aproximado de A0
de muesua de DNA pendémico.
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5.4.2 Método de extraccién de DNA genémico por columna
QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN ®

A partir de 2 ml de sangre periférica empleando ACD (acido citrico dextrosa) como
anticoagulante y con la ayuda del Kit de QTAGEN® se Ilevé a cabo la extracciéon del DNA genémico

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

Equipo

Equipo para puncion venosa

Guantes de latex estériles

QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QTAGEN ®
Tubos falcon estériles de 15 ml con tapén y rosca
Centrifuga con refrigeracion y rotor para tubos falcon de 50 ml con capuchones para tubos de 15
ml/

Microtubos estériles de 1.5 ml|

Micropipeta de 1000 pul y 5ml con puntas estériles
Pipetas de transferencia estériles de 3 ml

Vortex

Bafio maria

Refrigerador

Reactivos

Acido citrico dextrosa (anticoagulante)
Amortiguador AL (Lysis Buffer) de QIAGEN®
Proteasa de QIAGEN®

Amortiguador AW 1 de QTAGEN®
Amortiguador AW 2 de QIAGEN®
Amortiguador AE (Elution Buffer) de QITAGEN®
Etanol absoluto

Agua grado inyectable
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Esquema 3. Protocolo de extraccion de DNA <1genc’nnico por columna

QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN

@
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e\
Yl

@ li il

Merckar &n vorex 3 wveaoe:z
apiesrmoadanehe D0 S segUncs

e E o e e
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Esquema 3. Protocolo de extraccion de DNA
QIAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN

. Continuacién
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(Continuacion: 2 de 3)
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Esquema 3. Protocolo de extraccion de DNA gendmico por columna
QiAamp® DNA Blood Midi Kit de QIAGEN ® (Continuacion: 3 de 3)

... Continuacion
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5.5 Analisis espectrofotométrico y electroforético de DNA genémico

Todas las muestras de DNA genémico se procesaron de la siguiente manera:

A las muestras de pacientes con enfermedad de Parkinson se les asign6 una clave de
identificacién que consistia de la letra P (Parkinson), seguida de la letra F o M de acuerdo al género
del paciente y un nimero progresivo que refiere el nimero de muestra correspondiente, un guién y €l

afio en curso de obtencion de la muestra; por ejemplo:

Parkinson ' Obtenida en el afio 2002

PF08-02

Femenino—_T L

Muestra nimero ocho

Por otra parte, a las muestras del grupo control se les asign6é una clave de identificacion
diferente, que consistia de las letras CP (control Parkinson), seguida de la letra F o M de acuerdo al
género del paciente y un n(mero progresivo que refiere el nimero de muestra correspondiente, un

guidn y el afio en curso de obtencion de la muestra; por ejemplo:

Control Parkinson Obtenida en el afio 2002

y

CPM78-02

Masculino 4T L

Muestra nimero 78

6.5.1 Anailisis espectrofotométrico del DNA genémico

Cada muestra de DNA genomico extraido por las técnicas antes sefialadas, tanto para
controles cormo para pacientes, se analizaron por espectrofotometria en el rango U. V. y se tomaron
lecturas a 2 diferentes longitudes de onda: a A 260 nm se cuantificd el DNA genoémico y a A 280 nm

se midieron las proteinas presentes en la muestra para obtener la pureza del DNA genémico extraido.
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Para este analisis se tom6 una alicuota de 10 pl de cada muestra y se llev a un volumen de 1000 pl
con agua grado inyectable, procediéndose a leer en una celda de cuarzo limpia y sin ralladuras a las

longitudes de onda ya sefialadas.

La concentracién de DNA se calculé mediante la formula:
[DNAJ"® . = (Absorbancia a 260 nm) (FD) (FC)
donde:

Absorbancia a 260 nm = adimensional
FD = factor de dilucion (adimensional)

FC = factor de conversion ("%,,)

Debido a que se tomé una alicuota de 10 pi de cada una de las muestras de DNA genomico
extraido y se llevaron a un voiumen final de 1000 pl con agua grado inyectable, el factor de dilucion
es igual a 100; y ya que una densidad Optica de DNA genbémico es igual a 50 "%, , el factor de
conversion es igual a 50 "%, (Sambrook, 1989).

La relacion de las A 260/230 determina la pureza de las muestras de DNA gendmico extraidas;
esta relacion se debera encontrar en el rango de 1.8 a 2.0 para considerarse como 6ptima ( Sambrook,
2% ed).

5.5.2 Anilisis electroforético del DNA gendémico

Se analizaron por electroforesis las muestras de DNA gendmico, tanto de pacientes como de
controles, tomando alicuotas de 4 pl de DNA gendmico las cuales se mezclaron con 4 ul 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 tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz ultravioleta para

observar la integridad del DNA genémico extraido (Maniatis, 1982; Schur y col., 2001).
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5.6 Genotipificacion de CYP2D6

Se emplearon las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) asi como de
fragmentos de restriccion de longitud variable (RFLP). La combinacién de PCR-RFLP permitio
determinar el patrén tipo silvestre, el patrén de alelos mutantes heterocigotos y el patron de alelos
mutantes homocigotos tanto para el alelo CYP2D6*3 como para el CYP2D6*4, utilizando para ello

los oligonucleotidos y las enzimas de restriccion especificas para este fin.
5.6.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se amplificaron por PCR las regiones especificas que flanquean las mutaciones para los
aletos CYP2D6*3 (Az37) y CYP2D6%4 (G9344) a partir del DNA gen6mico extraido de cada
paciente y voluntario control del estudio, para esto, se emplearan los oligonucledtidos 2D6-3A, 2D6-
3B, 2D6-4A y 2D6-4B respectivamente [200 "¥/,] (ver tabla 12), Taq PCR Master MIX Kit
(QIAGEN®) [2.5 %/,4 Taq DNA polimerasa, amortiguador 1x QLAGEN PCR con MgCl, 15 mM, 200
pM de dNTP], DMSO 5% (dimetil-sulféxido) y agua grado inyectable (tomando en cuenta las
condiciones del proveedor) asi como una concentracion de 100 "8/, de cada oligonucleétido y una
concentracién mayor o igual a 50 "¥, de DNA gendémico en un volumen final de 30 pl y 15 pl de
reaccion respectivamente, y se trabajo siempre en una campana de flujo laminar y utilizando guantes

de latex estériles, ver tabla 13.

Tabla 12. Secuencia de los oligonucledtidos y enzimas de restriccion empleadas para la
determinacion genotipica de los alelos de CYP2D6
I Oligonucleétidos
CYP2D6 * 3

Enzima de restriccién :

Secuencia

2D6*3 A 5'- GAT GAG CTG CTA ACT GAG CC -3

2D6%3 B 5'- CCG AGA GCA TAC TCG GGAC -3’ Msp 1
CYP2D6 * 4

2D6*4 A 5°- GCC TTC GCC AAC CACTCCG 4

2D6%4 B 5°- AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC -3° Myal

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador PCR System 9600 Gene Amp
EPPENDORF Mastercycler Gradient. Las condiciones de reaccion para CYP2D6*3 y CYP2D6*4,

56




DESARROLLO EXPERIMENTAL

asi como para las subsecuentes reacciones de amplificacion fueron las que se muestran en la tabla

14.

*4 del CYP2D6

Tabla 13. Mezcla por reaccion de PCR para la amplificacion de los fragmentos de interés
en la determinacion genotipica de los alelos *3

Mezcla CYP2D6*3 CYP2ZD6*d
DNA [2 de 50 *%/,] 3-85ul 3-85ul
2D6*3 A [100™/,] 20 —
2D6%3 B [100 ™/} 20u ——
2D6*4 A [100 ™/ — 20
2D6+4 B [100 */,,] P 20l

Master MIX Kit QIAGEN® B 150 150

o DMSO [5 %] 15 154

Agua grado inyectable c.b.p. 30.0 pl c.b.p. 30.0 pl

Tabla 14. Condiciones de amplificacion para los

pares de oligonucleotidos

Condiciones

Desnaturalizacién prol.

Desnaturalizacion, alineamiento y extension

Extension prol.

94° 5 min

CYPID6 * 4

94° 5 min

94° | min, 58° 1 min, 72° 1.5 min {40 ciclos)

72° 10 min

94° 1 min, 60° 1 min, 72° 1.5 min (30 ciclos)

72° < 10 min

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 oligonuclettidos especificos utilizados en cada

alelo.

5.6.2 Anailisis electroforético del producto de amplificacion de l1a PCR

Se analizaron por electroforesis los productos de la reaccién de PCR de los alelos *3 y *4 del

visualizaron con luz ultravioleta (Bernard y col., 2001, Maniatis, 1982; Schur y col., 2001).

CYP2D6 tanto de pacientes como de controles tomando alicuotas de 3 ul del producto de PCR y se
mezclaron con 4 pl de colorante para geles no desnaturalizantes y se corrieron a 120 V en geles de

agarosa al 3 % con amortiguador TBE 0.5X; los geles se tifieron con bromuro de etidio y se
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Polimorfismo CYP2D6*3 (Delecion de la Ay, en el exén 5).

2670 g;m::bgictg' aggoetioct mﬁg—- ! :
2730 ggoaagggty gtgggttgag ogte ga ggaal
2790 mgtg:lt damﬁg;aga mi

Cuadro 2. Esquematizacion del producio amplificado por PCR para el alelo CYP2D6*3 donde se
muestran fos silios de corle especificos de la enzima de resiriccion Adsp I empleada sobre la
secuencia amplificada y los fragmentos esperados caracteristicos para un homocigolo mutado (*/,,)
como para un homnocigolo normal ™/, ). Cabe mencionar, que los fragmenlos esperados para un
hetcrocigoto  (™*/,,) son las combinaciones de los fragmenlos gencrados tanto ¢n un homocigolo
mutado como en un homocigoto normal, dando un total de 4 fragmentos diferentes (18%pb, 167pb.
Elpb y 20pb).
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Polimorfismo CYP2D6*4
(Sustitucion de Gygq A en el intron 3 — unlﬂb al exén 4)

1950 m:aauggtct ﬂttq;m M B
2010 goetiogagta ogucgeocct oguttootos ggotgets
2070 aggaggagtc oggetticts cICIagytes guagsys
2080 ogagcteceg W mw&;- g

: Sitio de corte /CCIAGG)

Cuadro 3. Esqucmatizacion del producto amplificado por PCR para el alelo CYP2D6*4 donde se
muestran los sitos de corte especificos de la cndma de restriccion Mva T empleada sobre la
secuencia amplificada y los fragmentos esperados caracleristicos para un homocigoto mulado (*¥,,)
como para un homocigoto normal (**/, ). Cabe mencionar, que los fragmentos esperados para un
heterocigoto  (*/,,) son las combinaciones de los fragmentos generados tanto en un homocigoto
mulado como en un homecigoto normal. dando un total de 3 fragmentos diferentes (355pb, 250pb. v

105pb).
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5.6.3 Fragmentos polimérficos de restriccion de longitud variable (RFLP)

Restriccion enzimitica

Posterior a la amplificacion, tanto para pacientes como para controles, los productos de las

PCR fueron digeridos con su correspondiente enzima de restriccion, ver tabla 15.

La utilizacion de la enzima Msp I (Moraxella species) 5° C/CGG 3’ amortiguador basal (10
mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM MgCli;, 60 mM NaCl, 10 mM 2-Mercaptoetanol y 0.01% BSA), 10 pl
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 albumina sérica bobina libre (0.1% BSA-
libre) y la cantidad suficiente de agua inyectable para completar 15 pl de volumen final, permitieron
obtener los fragmentos de restriccion especificos para los homocigotos mutados (/«3), los

homocigotos normales (*/+,) y los heterocigotos ( ~/«) para el alelo CYP2D6*3 (tabla 15).

Por otro lado, la utilizacion de la enzima Mva I (Micrococcus varians) 5° CC (A/T) GG 3°
amortiguador basal (10 mM Tris-HCI pH 8.5, 15 mM MgCl;, 150 mM KCIl, 1 mM DTT y 0.01%
BSA), 10 pl de producto ampiificado (CYP2D6*4), amortiguador 10* K (200 mM Tris-HCI pHS.5,
100 mM MgCl;, 10 mM Ditiotrieto] y 1000 mM KCI) y la cantidad suficiente de agua inyectable
para completar 20 ul de volumen final, permitieron obtener los fragmentos de restriccion especificos
para los homocigotos mutados ( */+4), los homocigotos normales { /») v los heterocigotos (/s4)
para el alelo CYP2D6*4 (tabla 15).

Tabla 15. Mezcla por RFLP para la obtencidon de los fragmentos de interés en la
determinacién genotipica de los alelos *3 y *4 del CYP2D6

Mezcla CYP2D6*3 CYP2D6*4
Producto de amplificacion * 3 10l ———-
Producto de amplificacion * 4 | — 10 pl
Msp 1 2U [*14] 0.1 —
Mval 1U [, — 0.2
Amortiguador 10° T L5 —
Amortiguador 10°K | St 20u
BSA [0.1 %] i 30 —

Agua grado inyectable | cbp 150p cb.p 200p
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En los cuadros 2 y 3 se esquematizan los sitios de corte especificos de las enzimas de
restriccion empleadas en el estudio sobre las secuencias amplificadas por PCR tanto para el alelo
CYP2D6 *3 como para el CYP2D6 *4.

5.6.4 Analisis electroforético de los fragmentos obtenidos de la restriccion enzimatica

Se analizaron por electroforesis vertical los fragmentos obtenidos de la restriccion enzimatica
de los alelos *3 y *4 del CYP2D6, tanto de pacientes como de controles. Se tomo el volumen total de
las RFLPs y se mezclaron con 10 pl 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 100bp) para su andlisis y clasificacién genotipica
correspondiente. Los geles se corrieron por separado en camaras de elecroforesis en vertical a 270V
y 45 mA, con amortiguador TBE 1X, se tifieron con bromuro de etidio, y se visualizaron con luz
ultravioleta (Bemard 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
caracteristicas generadas por el corte especifico de las enzimas de restriccion empleadas en este
estudio (Mva I, Msp 1), las cuales, corresponden a los genotipos homocigotos normales (™/uy),
homocigotos mutados (/3 y “¥/+4) y heterocigotos (/s y /s tanto para el alelo CYP2D6 *3
como para el CYP2D6 *4; también se esquematizan las bandas caracteristicas de los productos
ampliﬁcédos 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 Determinacion de la frecuencia alélica

La composicion 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 calculo a partir de

las siguientes ecuaciones:
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p = frecuencia de homocigotos (:' /w) + V2 (frecuencia de heterocigotos “/+)
g = frecuencia de homocigotos ( /+) + 2 (frecuencia de heterocigotos */s)

g=1l-p

donde: p = frecuencia alélica de w
g = frecuencia alélica de *

Se realizé 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 razon de
momios (OR) e intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para ver si existe evidencia
estadisticamente significativa que indique una posible asociacion del fenotipo metabolizador lento
de CYP2D6 como factor de susceptibilidad en la etiologia de la enfermedad de Parkinson tomandose

como estadisticamente significativo cuando los IC 95% fueran mayor a uno y cuando la p < 0.05.

CYP2D6™4 CYP2D6*3
M PC a / PC Msp |

| 35

|

'? 270
i 25

189
105

‘ S i : a1
| 20

| 1 2 3 4 5 6 71 8 9

Figura 8 Representacién esquemdtica de un gel de poliacrilamida con las bandas caracteristicas de un
homocigoto normal (/ww — carriles 4 y 7), un heterocigoto (/-3 y /., — carriles 5y 9) y un homocigoto
mutado (/-3 y " — carriles 3 y 8) tamto para el alelo CYP2D6*3 como para el alelo CYP2D6*4
respectivamente. En el carmil No 1 se observan las bandas del marcador de peso molecular, y en los carriles 2 y
6 las bandas caracieristicas del producto de DNA amplificado por PCR tanto para el alelo 3 como para el 4
respectivamente.
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6.1 Tamaio de muestra

En este estudio (casos - control) se cred un banco de DNA genomico de 61 pacientes y 131
controles y se caracterizaron dos alelos diferentes no funcionales del gen CYP2D6 (CYP2D6*3 y
CYP2D6*4) por analisis del mapa de restriccién (ver tablas 16 y 17).

Tabla 16. Lista de DNA genomico de los 61 pacientes con
parkinson pertenecientes a la poblacidn mestiza mexicana que

conforman el banco de DNA de casos creado en este estudio

a1 oA |

Paciente Edad [ngimi] Pureza | CYP2ZDE™3 ] CYPZDE4
PF01-2007 ] 405 F | el | wahee
PhiIZ-2002 &0 375 208 | e | e

PRS- 2002 B3 505 2.08 i R
Fha- 2002 51 565 i &8 T ol
PM0S-2002 77 TG 701 | i v
PFe. 200 BB 235 1B iy ] E
PAMOT-2002 | 7T 110 157 Wi Wwiha
2002 | &0 | 10685 1.92 i il
PFDS.2002 &5 | 545 1.87 g | W

__ PFIG-Zo02 60 | o0 e — 1 ot

__PEI2002 | 1435 im i i
G 45 ET - i
PM13300z | 70 80 z e i
P 14-2002 ) =5 06 | iy § Wi
_PFI5-2002 7 260 IE: whw ]
P G-2007 ™| &0 Jie vl el
BEAT-2002 _ __l_ as 35 2.04 T e
AEC0Er | RO s o - 4
puis 2002 | &2 o5 [ TEY i ] e
__P202002 | 50 GE 188 why |
PMatzonz | 53 [ 0 295 103 wWhe it
PRz.z002 | 73 | 130 186 va'w e
T Pveraoz | 66 | S5 1 el i
Pdes | 6T | 6 imE ¥ird
PRAZS-Z2002 62 | 340 2.1% e e
PV2E-2002 | BB | 425 212 Wi v
PMDT2002 | T8 | 185 217 i i
Frag-z002 | 55 | 455 217 iy valvd
FF 192002 M| 365 279 vien A
PRadzo0: | & | 125 208 Wil vahy
PRatzo0z | 51 | S0 Z [T ebve
PMO22002 [ T 125 =T vt Vi
Praggtoz | 78 - T T B w
_ PAG4-2002 | B8 | 470 177 wih Vil
PMES-Z00Z | &1 ] 73S 2.14 wihw vl
PADE-2002 57 370 155 i e
PREET-2007 _BY 185 155 e it
Lal 185 _2AT i )
[ =10 1 e ol
B4 30 1.7a iy v
52 465 T DGE e i
= 955 Fns3 sl 1 i)
50 TE5 1961 wive by
51 328 1.71 v i

B Homocigolos mutado i

[l Hetcrocigotos para cl *4 b

. Hmnoc:galos nﬂmull.:s{ L--.h B Hctuuclgulos pam ol +3 ()
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Tabla 16, Continuacion ...

Paciente Edad
PR4S-2003 ] o0 18 valve W F
Fhid 7 2002 &0 130 EE e i
PFa8-2002 50 315 155 e v .
—Phaasa00: | S0 | 13 1.7 Wit g :
PMS0-2002 | 52 | 9% 188 vitvi il i
PEST- 2007 53 g e 15 wH = =4 .
EMB2-2002 &5 50 23 e !
PES3-2002 50 &0 £3 I ]
PFE4.2002 51 50 2 witw s
THASE UL =0 T 2 o i E
Bi5S- 200 8§ | 33 18 P Wit
— PFa;.2003 T4 i 3 Al ¥
EMEE2003 3 B0 38 o v
PMS9-2003 &1 ar 1.8 e whw i
PRAGD-2003 53 . 18 iiaid v :
Pt 1-2003 5 ) 13 wfier Wi

[l Homacigotos normales (/) [ Heterocigotos para el *3 (/)
[ Homocigotos mutade (-} [ Heterocigotos para el *4 (")

Tabla 17 Lista de DNA genomico de los 131 controles
pertenecientes a la poblacibn mestiza mexicana mayores de 49
afos v sin  rastro de presentar alguna enfermedad
neurodegenerativa que conforman el banco de DNA creado en
este estudio

o/l | Pureza wranes: ¥
CPMO1-7002 54 450 235 Wi I I |
PTG =200, e T35 [EE] ™ i 4
CPFO3-2002 T4 g7s 210 ey valw |
CPF 42007 I & 1041 1 e 4 3
CPFi5-2002 | 85 T25 I v Wi |
CPMDE-2002 | B4 1185 1287 vl VR E
SPED-00E Iz e300 B Wi e |
CPFE-1002 ) &70 165 W e
CPPOS-2002 | 74 &35 1.74 vt vatve ]
CPFID-2002 | 7% 580 ) W W 1
CRFII-d00F | o6 0 F-85 g A
CPF12-2002 74 1005 158 A iy |
CPNH2-2002 &1 770 240 vy el r,
CPF 1 4-1007 55 EFs i ErTE
CPF15-7002 58 TG 1.70 v e |
CPriB200: | &2 575 Flr] e Ve E
CPFi7-2002 | &8 =) 181 e il
__CPFiB2002 | &0 a0 150 b i, |
CPRIBZ002 | & 310 158 wihet whe  F
__CPr0-2002 =] 3680 163 weher wler
CBF21.2002 57 s 1.79 vehar e
CPFZ2-Z002 55 455 131 W = vily
CPFIa-2062 T8 THS A7 | et T
CPF24-2002 53 760 135 v __ww  k
CPF25-2002 &3 40 1.86 weles vt |
TPF 2E-2007 i1 Ai5 EE T _apd i
CPFZ7-2002 Bl 1.91 et e i
CPF28-2002 &7 340 21 el i ]
CPMZE. PO0E B iy [ &5 A ~WiE i
CPFIo-con2 7B 30 BT ik
CPhIZT-2000 id 378 R o il i
CPFIZ-202 53 200 i e s

o —  — v — — s — =5 g

B Homecigotos narmales (/av) [ Heterocigotos para cf %3 (-s)
B Homocigotos mutade  (""-;) [ Heterocigotos para ¢} *4 (/)
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Tabla 17. Continuacion ...

i Ona

B Contiod Eﬂm: {ngimi 5 CYPIDES CYPIDG™4
CPFad2one 2 785 23 ey wive |
CPF34-2002 T T80 168 Wi Vel
CPF35-2002 T S04 188 iy [ wiw |
CPF3E-2002 B1 632 25 " iy wiv
CPFa7-2002 T8 35 1.85 W Wiw I
CPMIE-2002 80 569 1.78 il i 1
CRF a1 s ) = Ay i |
CPF40-2002 i 5 R i e
CPFa1-2002 i e .14 180 il v
CPF42-2002 7 450 187 Wi Ve
CPRF43-2002 58 435 183 W willre
CPFd4-2002 &0 535 196 whe il
CFPFas-100] 20 305 195 ey k|
CPF46-2002 75 ] 20 v s
CPFAT-Z00Z BT 515 189 e Wi i
CPF48-2002 g2 485 158 e Wi
CPFAD-2002 &2 3i8 204 | wiw Wi |
CPFS0-2002 74 57a 1583 Wi Wt
e 53 o 3 iy na
CPFEa.zE02 &4 A0 1 79 v wid
CPF53-2002 B2 ET13 199 miv | whw |
CPF53-2002 55 356 200 wihw

|~ SPF55a00; 53 355 = v Wt :
CPFRE-2002 74 74 R e [ W
CPFE7-2002 T8 T4 185 by iy 1
CPFSE-2000 R az] = et |
CPF50-2007 B3 169 186 i e
CPFER-2002 a3 37a 1.81 i witw
CPFE1-2002 7T Y] 1.97 e vt
CPFE2-2002 70 545 1.80 el W
CPFEI-2002 &3 B 187 e il -
CPFB4-2002 &5 483 152 wiw witvy ]
CPFE5-2002 a2 [ 155 Wi vitw i
CPFE6-2002 ] 528 15 y Wit |
CPFET-20402 fi] TES 155 [ wiive
CPFaA-2002 ] 967 132 v ited
CPFR9-2002 59 | 407 1.86 wahat T
CPF /0-2002 81 &a1 182 v | ey |
CEFT1-2002 68 524 156 wiked RiiLe] ]
CFFT2-2002 =] 758 150 [ wiw N
CPFT3-2002 ] [ 184 i ! i f
CPF74-2002 78 938 181 wivi | wihet
CRF7E-2002 55 533 185 | i | v i
LPFTE-2002 KE] 545 ier- | miliA | e 4
iy - 200 e Hih 8 | o =
CANIT8-2002 7l 535 Ter | Wi wive [
_ CPMpR200E | T2 285 20 | by Wil
T CPMB0-2002 | B8 530 22 | [ weha
__CPMBI-Z002 | 30 450 178 . W vy
TTohMazanez | Tz 1105 1.70 | i Wi
CPMES-T002 ] 545 18 | wiw e
CPME4-2002 & 255 195 vahe e
CPME5-2002 3T 345 “ED O 3 e |
CTPMEE- 2002 [ 455 123 i
CPMaT-2002 71 320 _ 188 | il v 4
CPMEE- 3002 64 470 188 |  wiw i |
CPAEE - L “ A wwe_—— F - wal- R

| CPO0-2007 BT | @0 155 T T

T CPMGT-I0T 23 755 1487 wullee e __;

— CPMEZ-2002 86| i 181 i wilw A

__ CPlaga2002 | a1 TTeh 23| wivy e

R i &l 5 E ’ |
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Tabla 17. Continuacion ...

DHA DA | |
Control | Bdad | Pureza | CYP2DEI | CYPIDEY
| _Covesaonz | 7B | s 183 | valve_ I vetve
—cPWeezooz | 77 | 2 183 | v Wit
CPFG/200F | & | B i 3
CPMBE-2002 B | Az | 197 i W
CPF 33100 Edi s T N - ' ]
_CPM00-2002 | &8 485 108 | Wi [
| T CPRIDTZO02 | T 3= | 10 | il .
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CPE104-2002 77 TH F | e
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| CPM105-2002 54 B2 | 1| e
CPMIOVJ002 | &2 ETT I A i
cPRibe-dolz | 53 | 58 | VeT | wiw | v
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CPWT 12002 53 _d4o _ies | w [ il
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115-2TE gl E ! |
118 I__7H {23 " i
| &8 534 1.E0 vl | v
_ CPM118-2002 51 531 30| [ 1 ww
| CPFi10-2002 56 a5z 164 | e ! waiey
CPM120-2002 =] 481 | 185 | v it
CPFI212002 | 52 TH1 a2 | it L wdw
CPF1222002 | &7 622 T | ww | v
CPF123-2002 85 314 T84 | wiw e
CPM24-2002 57 MG | 18a T wiw s
CPNH25-2002 3 | g4 | 115 | wiw i v |
cAMizézon: | sS4 | BaF | 17 | il
e o oM L | 1
CPMTZ5- 2002 52 514 | 188 | wh I Wi
CPF129-002 | 51 1 1470 L713 whty it
CPF120-2002 57 | 1740 78 | we | wive
CPF1312002 | &3 105 182 | itey e :

I Homocigotos normales (™M wh [ Heterocigotos parm ¢l *3 (™)
= Homocigotos mulade e B Helerocigotos pure el 4 ( "

6.2 Extraccion del DNA genoémico

El DNA genomico se extrajo seghn los procedimientos antes sefialados. No se eligio solo un
método de extraccion de DNA genomico debido a que los dos métodos utilizados en esta técnica nos
dieron una buena pureza y un buen rendimiento de DNA genomico; cabe mencionar que el método
mas rapido (aproximadamente 1'4 hrs.) y que bnnda una mayor pureza de DNA genomico es el
método en columna del Kit de QIAGEN®™ por columna, aunque la concentracién de DNA gendmico
no era la sufictente como para crear un banco de DNA, por lo que se tuvieron que intercalar los dos
protocolos de extraccion de DNA genomico descntos en este trabajo (método de sales-fenol-

cloroformo y el método por columna de QLAGEN™) para la creacidon del banco de DNA genomico
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tanto de pacientes con enfermedad de Parkinson como de controles mayores de 50 afios, asi como

para la genotipificacion de los alelos C¥YP2D6%3 y CYP2D6*4 estudiados en este trabajo.

6.3 Anilisis espectrofotométrico y electroforético del DNA genémico

Debido a que el objetivo de este trabajo no fue el buscar el método de extraccion de DNA
genoémico mas eficiente, no se comparan los rendimientos y las purezas de los DNA gendmicos
extraidos por los dos métodos antes mencionados. En las tablas 16 y 17 se muestran las
concentraciones de los DNA genémicos extraidos, asi como las purezas de los mismos; el promedio
de las concentraciones de DNA genémico extraido fue de 500 "%, 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

genomico.

En la figura 9 se muestra un gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio y
visualizado con luz ultravioleta, en el cual, se puede observar la integridad del DNA genémico

extraido por las técnicas ya mencionadas.

Figura 9,

Foto representativa de 192 muestras de DNA
genbmico analizadas por electroforesis en
gel de agarosa al 0.8%, tefiidas con bromuro
de etidio y visualizadas con luz ultravioleta.

DINA
scnomico
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6.4 PCR (Reaccidn en Cadena de la Polimerasa)

Los productos de la reaccion 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.

Pradicio Figura 10,

armplificiido Pradin Foto representativa de 192 muestras
(8 P amplificado amplificadas por PCR para el alelo
155 pl CYP2DG*3 CYP2D6*3 y CYP2D6™4 analizadas
370 ph por electroforesis en geles de agarosa

al 3%, tefiidos con bromuro de etidio y
visualizadas con luz ultravioleta.

6.5 RFLP (Restriccion enzimdtica)

En la figura 11 se presenta un gel de poliacrilamida al 15 % el cual se traté 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 nimero 1, se muestra el marcador de peso molecular (pBR322
DNA ~No. V 8 — 587 pb), en el carril 3 se observan las 4 bandas caracteristicas (189, 167, 81 y 20

pb) correspondientes a un genotipo heterocigoto (*'/+;) con fenotipo metabolizador extenso, v en el
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carril nimero 5, se muestra un genotipo homocigoto normal (*V/sw) con fenotipo metabolizador

extenso el cual presenta dos bandas caracteristicas (189 y 81 pb) producto de la restriccion de

fragmentos de longitud variable (RFLP) que se hizo a cada producto amplificado por PCR (carril 2 y

4) con la enzima de restriccidon Msp I, tbmese en cuenta que Jas 2 bandas que se distinguen casi al

final del gel en los carriles 2, 3, 4, v 5, son correspondientes a los oligonucle6tidos utilizados en la

restriccion de los amplificados de la PCR, excepto la franja de 20 pb del carril 3, distingase la

tonalidad de la misma con respecto a la de los demas carriles, lo cual indica ser la banda de 20 pb

correspondiente al genotipo heterocigoto que se sobrelapa con la banda de un oligonucleotido.

270

189
167

81

20

M

CYP2D6*3
PCR

Wi. PCR "y

Figura 11. Gel de poliacrilamida al 15% para
identificar los genotipos del alelo CYP2D6*3.
Carril 1, marcador de peso molecular (pBR322
DNA); caml 2, producto de amplificacion por
PCR,; carril 3, heterocigoto ("'/-3) — producto de la
restriccion con la enzima Msp I de la muestra del
carril 2; carnl 4, producto de amplificacién por
PCR; carril 5, homocigoto (/) — producto de la
restriccion con la enzima Msp I de la muestra del
carril 4. Las 2 bandas que s¢ distinguen abajo del
gel en los camiles 2, 3, 4 y 5, son las
correspondientes a los oligonucledtidos utilizados
en la restriccion de los amplificados de la PCR,
excepto 1a banda de 20 pb del carril 3, distingase la
tonalidad de la misma con respecto a la de los
demas carriles, lo cual indica ser la banda de 20 pb
correspondiente al genotipo heterocigoto que se
sobrelapa con 1a banda de un oligonucledtido.
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En la figura 12 se presenta un gel de poliacrilamida al 8 % el cual se tratd 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 nimero 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 caracteristicas (355, 250,
y 105 pb) correspondientes a un genotipo heterocigoto (/) con fenotipo metabolizador extenso,
en el carril niimero 5, se muestra un genotipo homocigoto normal (" /sw) con fenotipo metabolizador
extenso el cual presenta dos bandas caracteristicas (250 y 105 pb), y en el carril 7, se observa la
banda caracteristica de un genotipo homocigoto mutado ( */+4) con fenotipo metabolizador lento
producto de la restriccion de fragmentos de longitud variable (RFLP) que se realizo a cada producto
amplificado por PCR (carril 2, 4 y 6) con la enzima de restriccion Mva I. Cabe mencionar que el
genotipo homocigoto mutado (**/+;) solo se encontré en uno de los 61 pacientes estudiados en este
trabajo, no obstante, no se encontré ningun 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/sw), lo
cual indica que presentan el fenotipo metabolizador extenso o rdpido, 2% de pacientes con genotipo
heterocigoto para el polimorfismo CY¥P2D6*3 (*¥/s), indicando que presentan el fenotipo
metabolizador extenso; un 23% de pacientes con genotipo heterocigoto para el polimorfismo
CYP2D6*4 ("V1.5), indicando que presentan el fenotipo metabolizador extenso. De las 61 muestras
de DNA pertenecientes a los pacientes con enfermedad de Parkinson, no se encontré ninguno que
presente el genotipo heterocigoto compuesto (/s4) que indicaria un fenotipo metabolizador pobre o
lento; de la misma forma, tampoco se encontré alglin paciente con genotipo homocigoto mutado para
el alelo 3 /), y solamente un paciente de los 61 analizados (2%) presento el genotipo homocigoto

mutado para et alelo *4 (*/+) que corresponde a un fenotipo metabolizador lento.

70




RESULTADOS

CYP2D6*4
PCR "y PCR “h M

Figura 12. Gel de poliacilamida
al 8% para identificar los
genotipos del alelo CYP2D6%4.
Carriles I y 8, marcador de peso
molecular (pBR322 DNA); carril
2, producto de amplificacién por
PCR; carril 3, heterocigoto
(™.3) - oproducto de la
restriccién con la enzima Mvae I
de la muestrs del carril 2; carrl
4, producio de amplificacién por
PCR; «camil 5, homocigoto
(“/-w) - producto de la
restriccién con la enzima Mva I
de la muestra del carril 4; carmil
6, producto de amplificacién por
PCR; camit 7, homacigoto
mutado ("/.s) — producto de la
restriccion ¢on la enzima Mva 1.

355

250

105

Respecto al grupo control, se analizaron 131 muestras de voluntarios mayores de 49 afios sin
indicios de presentar alguna enfermedad neurodegenerativa, de los cuales, se muestra la frecuencia
genotipica en la tabla 18; como se puede ver, se ha obtenido un 76% de voluntarios con genotipo
homocigoto normal (*/sw), lo cual indica que presentan el fenotipo metabolizador extenso o rapido;
2% de voluntarios con genotipo heterocigoto para el polimorfismo CYP2D6*3 (**/+3), indicando que
presentan e! fenotipo metabolizador extenso; y un 22% de voluntarios con genotipo heterocigoto
para el polimorfismo CYP2D6*4 ('w/u), indicando que presentan el fenotipo metabolizador extenso.
De las 131 muestras de DNA pertenecientes a los voluntarios mayores de 49 afios, no se encontrd
ninguno que presente el genotipo heterocigoto compuesto (“/+) que indicaria un fenotipo

metabolizador pobre o lento; de la misma forma, tampoco se encontrd algiin paciente con genotipo
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homocigoto mutado ni para el alelo *3 (P/s3), ni para et alelo *# ("*/«;) los cuales presentarian el

fenotipo metabolizador pobre.

Tabla 18. Frecuencias genotipicas de la poblaciéon mexicana con enfermedad de Parkinson
de voluntarios sin enfermedades neurodegenerativas

i ) Pacientes Controles
Fenotipos Genolipo | con enfermedad de Parkinson | sin enfermedades neurodegenerativas

metabolizadores | CYP2D6 tal 1al
i TS Frecuencia % ’I;o Frecuencia %
(n=61) (n=131)

Extensos cgatos aormakcc
ME W fow 45 0.73 73 100 0.76

Extensos Hiteroclgolos
ME Wi i 0.02 2 2 0.02

Lomos | g | g 0.00 0 0 0.00

He:emdgnm:

7 0.23 0.22
*4

e 0.02 0.00
*

En la tabla 19 se muestran las frecuencias alélicas encontradas en el grupo de pacientes y de
controles estudiados en este trabajo; el alelo *I (*W), se refiere al alelo funcional tipo silvestre del
CYP2Dé, el cual se presentd 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 mutacion 42637 en el exén 5 del
CYP2D6, el cual se presentd 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 mutacion Ggs¢4 en el intron 3 - unido al
exon 4, el cual se presentd en un 12% en pacientes con enfermedad de parkinson y en un 11% en el

grupo control analizado.

Tabla 19. Frecuencias alélicas de Ja poblacion mexicana con enfermedad de
Parkinson vy de voluntarios sin enfermedades neurodegenerativas

Alelos Pacientes Controles :
CYP2D6 con enfermedad de Parkinson | sin enfermedades neurodegenerativas §
n=61x2 | Frecuencia % | n=131x2| Frecuencia Yo
*7 106 0.87 87 231 0.88 88
*3 1 0.01 1 2 0,01 1
*q 15 0.12 12 0.11
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Se aplico una prueba de hipodtesis para dos muestras independientes a las frecuencias

genotipicas encontradas tanto en el grupo de pacientes como en el grupo control; realizandose una

prueba de Xi cuadrada y calculandose la razon de momios (OR) e intervalos de confianza al 95% (IC

95%). En la tabla 20, se muestran los datos obtenidos.

T ala 20. élii adtico de C YP2D6 en .___ ‘ coles _

Secuencia normat

45 (73.77)

100 (76.33)

Secuencia CYP2DG6 ' fg‘l“’:‘%) n‘i"’l‘;'i“}ej) RM (95%, IC) Valor de p
| *Mbtacion Az, 1(168) 2(1.53) 1.075 (0.09 - 12.08) p>0.05
2% [ Homecigotos (%) |  0(0.0) 0(0.0)
N | Heterocigotos (%) | 1 (1.64) 2(1.53) 1.075 (0.096 - 12.08) p> 0,05
L | *Mutacibn GrsseA 15(2460) | 2002.14) | 1147 (0562 -2.342) p> 0.0
g % Homocigotes (%) 1(1.64) 0 (0.0)
Heterocigotos (%) |14 (22.95) | 20 (22.14) | 1048 (0.507 - 2.164) p> 005
0.872 (0.434 - 1.753) 5> 0.05

~ *Mutacién 6niiolos + Hetemc "

RM = Razdn de momios; IC = intervalos de confianza
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7. Discusion de resultados

Barbeau y colaboradores en el afio de 1985 plantearon la hiptesis que sugiere que los
metabolizadores pobres de CYP2D6 tienen un incremento de susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad de Parkinson debido al dafio neuronal causado por la destoxificaciébn lenta de
neurotoxinas, de acuerdo a su estudio farmacocinético que media la actividad enzimitica de la
CYP2D6. Hasta el momento se han descrito muchas variaciones genéticas en el sistema CYP2D6,
ya que se han identificado mas de 70 alelos diferentes, siendo el polimorfismo B la mutacion mas
comin {(CYP2D6*4) que involucra una sustitucion de una base de G por una A en el nucledtido 1934
y que presenta una frecuencia alélica del 21.5 al 28.6% en poblacion caucasica. La segunda mutacion
mas comun es el polimorfismo 4 (CYP2D6*3) que tiene una frecuencia alélica del 2.7% en
poblacion caucésica e involucra una delecion de la Azes7 en el exon 5. Todas las demas mutaciones
identificadas son raras y constituyen menos del 1% de todas las variaciones alélicas del CYP2D6
{Schur y col., 2001). Estas mutaciones causan una actividad baja de la enzima CYP2D6 la cual esta
involucrada en el metabolismo oxidativo de mas del 25% de los farmacos que actualmente se utilizan
en la practica clinica, asi como de diversas neurotoxinas ambientales como el MPTP la cual causa
sindromes parkinsonianos irreversibles en humanos y monos debido a la destruccion 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 asociacion del fenotipo metabolizador
pobre o lento y el genotipo de la CYP2D6 con la etiologia de la enfermedad de Parkinson, como es el
caso del reportado por Armstrong y colaboradores (1992) en poblacion inglesa (CYP2D6 *4; razén
de momios 2.7, IC 95%: 1.14-6.41) y el reportado por McCann y colaboradores (1997) en poblacion
australiana (CYP2D6 *4; razén de momios 1.7, IC 95%:; 0.94-2.45). Sin embargo, también existen
trabajos que no apoyan esta hipétesis, como es el caso de los estudios hechos en poblacion alemana
por Gasser y colaboradores (1996); en poblacién china en el afio de 1998 por Chan y colaboradores;
y mas recientemente en poblacion espafiola (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 correlacion entre el
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genotipo homocigoto mutado y el fenotipo PM con la etiologia de la enfermedad de Parkinson, y en

poblaciones donde la frecuencia es pequefia, esta correlacion no tendria razon.

En este estudio se caracterizaron dos formas alélicas no funcionales diferentes del gen
CYP2D6 (CYP2D6*3 y CYP2D6%4) por analisis del mapa de restriccion en un grupo formado por 61
pacientes con EP y 131 controles (tabla 21). Todos los individuos pertenecen a la poblacion mestiza
mexicana de al menos dos generaciones. No se tomo en cuenta el sexo tanto en pacientes como en
controles, ya que es irrelevante para el analisis genotipico . 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 /s no se presentd ni en el grupo de pacientes ni en el control; sin embargo, el genotipo
heterocigoto /s se presentd en una frecuencia del 2% tanto en el grupo control como en el de

pacientes (tabla 18).

Tabla 21.  Caracteristicas de la poblacibn mestiza
mexicana analizada en este trabajo

Caracteristicas Casos (n = 61) Controles (n = 131)
g Sexo
- Masculino 39 43
- Femenino 22 88
N Edad (aiios)
- Media (SD) 62.90 (£10.67) 70,15 (£10.80) g
51 -94 3

§ - Rango de edad 50 - 90

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 solo se presenté en
el grupo de pacientes con una frecuencia del 2%, sin embargo, el genotipo heterocigoto ~/es se
presentd en una frecuencia del 22% en el grupo control versus 23% en el grupo de pacientes
(tabla 18).

El alelo funcional CYP2D6*] fue el mas comun tanto en el grupo control como en el de
pacientes, presentandose con una frecuencia del 88% en el grupo control versus 87% en el grupo de
pacientes (tabla 19). El genotipo homocigoto normal "> /sy 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 correlacién de fenotipos, se observa que el 100% de la poblacion
control versus el 98% de los pacientes estudiados en este trabajo presentan el fenotipo metabolizador
extenso (ver tabla 18), indicando que presentan una actividad enzimatica (CYP2D6) normal. En
concordancia con estudios previos (drmstrong y col., 1992, McCann y col.,, 1997), no se hallé
ninguna evidencia estadisticamente significativa de que la presencia de mutaciones en el gen
CYP2D6 se relacione con una mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedad de Parkinson

esporadica en poblacion mestiza mexicana.

La presencia del alelo CYP2D6*4 (24.60% en el grupo de pacientes versus 22.14% en el
grupo control: razon 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: razén de momios 1.075, IC 95%
0.096-12.08) nos indican que no existe evidencia estadisticamente significativa para decir que existe
una asociacion de los genotipos mutados del tipo CYP2D6 (CYP2D6*3 y CYP2D6%4) estudiados en
este trabajo con la etiologia 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 controt (ver tabla 20).

Al comparar la razéon de momios encontrada en la poblacidbn mexicana estudiada con la
encontrada en trabajos que si encuentran asociacion, podemos corroborar lo antes sefialado (ver
tabla 22). AUn cuando se aumentd proporcionalmente el tamafio de muestra en la raz6n de momios
aplicada a los datos antes mencionados, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas,
por lo tanto, no es necesario aumentar el tamafio 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 pequefias.

Tabla 22. Comparacion de la razoén de momios encontrada en poblacion mexicana
con la reportada en otras poblaciones

Secuencia CYPZD6 C““:'“"’s RM (95%, IC)

Mexicanos CYP2D6 *¢ (., 131 1.147 (0.562 -2.342)

Ingleses CYP2DS6 *4 (/ay 72 2.7(1.14 -6.41)
Australianes | CYP2Dé6 *4 (™., 206 1.7 (0.94 — 2.45)

RM = Razén de momios; IC = intervalos de confianza
Armstrong, 1992; McCann, 1997.
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En la tabla 23, se muestra la frecuencia alélica hallada en la poblacion mexicana analizada, la
cual podemos ver que estadisticamente es igual la encontrada en el grupo de pacientes con la hallada
en el grupo control, comparandola con la reportada en otras poblaciones en las cuales tampoco
encuentran asociacion 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 poblacidon espafiola y la alemana, en contraste, a la
reportada del 1% en poblacion china (Chan, 1998). Respecto a la frecuencia del alelo no funcional
CYP2P6%3, este alelo no se encuentra presente ni en la poblacion espafiola, alemana, ni china,
estudiadas por Chan, 1998; Guerrero, 2002, Gasser, 1996, y sus colaboradores respectivamente. En

la poblacion mexicana analizada en este trabajo se encontro en una frecuencia del 1% del alelo no
funcional CYP2D6*3.

Tabla 23. Comparacion de la frecuencia alélica encontrada en poblacion mexicana
con la reportada en otras poblaciones en las que no encontraron asociacion con la

EP
_ , Frecuencia alélica
. I Casos | Cantroles
Poblacién | Asociacién (n) () Casos Controles
& 'I *3 *4 *® l %3 *_‘

Esparioles No 16 34 084 000 0161 075 0.00]0.25

Clunos No 214 313 099 600 0L 099 | Q.0n | 0.0l
Alemanes No 1i5 73 079 000 021 | 0.8 | 0.00 | 0.20
Mexcaops NG il |5 OMT )00 G2 ] s8] gat ol

Chan, 1998; Guerrero. 2002; Gasscr. 1996,

Dado los resultados obtenidos a nivel genotipo en el presente trabajo, no se puede asegurar
que €l fenotipo metabolizador lento no este asociado como factor de riesgo en la eticlogia de la
enfermedad de Parkinson en la poblacion mestiza mexicana, ya que como se ha mencionado

anteriormente, el gen CYP2D6 es muy polimorfico y en este trabajo solo se analizaron los alelos
CYP2D6*3 y CYP2D6%4,

Por |o tanto, se recomienda llevar a cabo un estudio farmacocinético que mida la actividad

enzimatica de la CYP2D6 para la obtencion del fenotipo de la poblacién 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 mas facil otro polimorfismo genético no analizado, y tener asi los elementos para asegurar la
asociacion del fenotipo MP con la etiologia de la EP. Si el estudio farmacocinético y el genotipico
presentaran el mismo fenotipo en cada paciente, la conclusion de este estudio se corroboraria; de no
ser asi, se podria esperar la presencia de alguna otra mutacioén del gen CYP2D6 no analizada en este
estudio, ya que como anteriormente se ha mencionado, se han identificado mas de 70 alelos

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
genotipico), se podria identificar la mutacion que estuviese presente en estos pacientes, la cual en
teoria, no debiera ser ni la mutacion *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
metabdlica, alghin trastorno en higado, la interaccion entre medicamentos en su tratamiento, los
habitos de alimentacion del paciente, e incluso el engafio del paciente al tomar el farmaco testigo, o

al hacer la recoleccién de orina, entre otros.
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CONCLUSIONES

8. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir:

9 Debido a que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
alélicas y genotipicas encontradas en el grupo control como en el de pacientes con EP, podemos
asegurar, que no existe asociacion de los alelos mutados estudiados en este trabajo (CYP2D6*3 y

CYP2D6*4) como factor de riesgo en la etiologia de la enfermedad de Parkinson.

Ya que hasta la fecha no se ha reportado ningin trabajo que estudie la frecuencia de algun
polimorfismo del gen C¥P2D6 en poblacion mestiza mexicana, podemos dar a conocer las
frecuencias encontradas del alelo funcional CYP2D6*I, como el de los alelos no funcionales
CYP2D6*3 y CYP2D6*4 tanto en poblacion mestiza mexicana mayor de 50 afios sin indicios de
presentar alguna enfermedad neurodegenerativa, como en pacientes mestizo mexicanos con

enfermedad de Parkinson idiopatica.

Q El alelo que se presenta con mayor frecuencia tanto en poblacién mestiza mexicana sin
indicios de presentar alguna enfermedad neurodegenerativa mayor de 50 afios como en pacientes
mestizo mexicanos con EP idiopéatica, fue el alelo funcional CYP2D6%*1 (88% y 87%,

respectivamente).

o El alelo no funcional C¥YP2D6*3 fue el menos frecuente (1%) tanto en el grupe control como

en el grupo de pacientes con EP idiopatica.

o El alelo no funcional C¥YP2D6*4 se presenta en un 11% en la poblacién control, y en un

12% en pacientes con EP idiopatica.
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El genotipo homocigoto normal "/« se presento con una frecuencia del 76% en el grupo

control versus 73% en el grupo de pacientes.

. *3 P . .
El homocigoto mutado ~/+ no se presenté ni en el grupo de pacientes ni en el de controles,
sin embargo, el genotipo heterocigoto ~“/s se presentd en una frecuencia del 2% tanto en el

grupo control como en el de pacientes.

El genotipo homocigoto mutado “*/+4 solo se hizo presente en el grupo de pacientes con una
frecuencia del 2%; sin embargo, el genotipo heterocigoto "/« se present® en una frecuencia del

22% en el grupo control versus 23% en el grupo de pacientes.
Al hacer la correlacion de fenotipos, podemos ver que el 100% de la poblacién control versus

el 98% de los pacientes estudiados en este trabajo presentan el fenotipo metabolizador extenso,

indicando que presentan una actividad enzimatica (CYP2D6) normal.
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ANEXOS

9.1 Preparacion de reactivos

% Amortiguador delisis de glébulos rojos (RCLB)
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solucién

TRIS 1MpH76 10 ml
NaCl 5M 2ml
Aforar con H;O desionizada estéril

NOTA: Esterilizar por filtracion (& 0.22 pum) y almacenar a temperatura
ambiente.

% TRIS I M
Cantidad necesaria para preparar | L de solucién

¢ 121.14 g de TRIS-base SIGMA®
e Ajustar pH con HC! concentrado

o pH7.4 .......... 70 mi
o pH7.6 .......... 60 ml
o pH80 . ........ 42 ml

¢ Aforar con H;O desionizada estéril

NOTA: Esterilizar en autoclave (15psi) y almacenar a temperatura ambiente.

% Cloruro de magnesio (MgCl;) 1 M
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solucion steck

e MgCl, 1M 2033 ¢g
¢ Aforar con H:0 desionizada estéril

NOTA: Esterilizar en autoclave (15psi) y almacenar a temperatura ambiente.

# Cloruro de sodio (NaCl) 5M
Cantidad necesaria para preparar | L. de solucion stock

e NaCl 5M 2925¢g
» Aforar con H;O desionizada estéril

NOTA: Esterilizar en autoclave (15psi) y almacenar a temperatura ambiente.
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w Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% pH 7.2
Cantidad necesaria para preparar 1 L de solucién

e SDS grado electroforético 100.0 g

e H,0 desionizada estéril 900.0 ml

e Disolvera 68°C

e Ajustarel pH a 7.2 con unas gotas de HC! (0.5 M)

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente.

= Solucién de FENOL saturado
Cantidad necesaria para preparar aproximadamente 1 L de solucion

Fundir FENOL saturado en bafio maria a 68° C

480 m! de FENOL fundido

320 ml H,O desionizada estéril

3.2 ml B-Mercaptanol

6.4 ml TRIS 1 M pH 8

480 mg 8-Hidroxiquinolina

Mezclar la solucion teda la noche protegiéndola de la luz
Ajustar el pH a 7.6 con NaOH 20 N

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenara 4° C.

% Solucion de FENOL : CLOROFORMO : ALCOHOL ISOAMILICO
Cantidad necesaria para preparar 500 m! de solucion (25:24 : 1)

e Solucion de Fenol saturado 250 ml
o Cloroformo (absoluto) 240 ml
¢ Alcohol isoamilico (absoluto) 10 ml

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a 4° C,

% Solucion de CLOROFORMO : ALCOHOL ISOAMILICO
Cantidad necesaria para preparar 500 ml de solucién (24 : 1)

¢ Cloroformo 480 ml
e Alcohol isoamilico 20 ml

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a 4° C.
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s& Amortiguador TRIS - Borato (TBE 10 X)
Cantidad necesaria para preparar 2 L de solucion steck

e TRIS-base SIGMA® 216.0¢g
e Acido bérico 1100g
e EDTA 18.6 g
e Aforar con H,O desionizada estéril

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente,

= Bromuro de etidio (10 mg/ml)
Cantidad necesaria para preparar 5 ml de solucion stock

¢ Bromuro de etidio 50.0 mg
¢ H,O desionizada estéril 5.0ml

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente.

»% Si se requiere hacer una disolucion de alguna de las soluciones stock antes mencionadas, utilizar
la sigutente formula:

(C) (V) =(C) (V2)

Donde:
C; = Concentracién 1
V;= Volumen I
C; = Concentracion 2
V,= Volumen 2

9.2 Preparacion de geles y colorantes para geles no desnaturalizantes

% Gel de agarosa al 0.8 %
Cantidad necesaria para preparar 250 ml de gel

e Agarosa 2 g
o Amortiguador TBE 0.5 X 248 ml

e Disolver y homogeneizar con calentamiento

NOTA: No es necesario esterilizar, almacenar a temperatura ambiente.
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= Gel de agarosa al 3.0 %
Cantidad necesaria para preparar 250 ml de gel

Agarosa 75 g
Amortiguador TBE 0.5 X 242.5ml
Disolver y homogeneizar con calentamiento

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente.

= (el de poliacnilamida al 8.0 %
Cantidad necesaria para preparar 70.042 ml de gel

H,0 desionizada estéril 48.3 ml

TBE 10 X 7.0 ml
Acrilamida al 40 % 140 ml
Persulfato al 10 % 700.0 ul
TEMED (N,N,N’,N’--Tetrametiletilendiamina) 42.0 ul

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente.

= Gel de poliacrilamida al 15 %
Cantidad necesana para preparar 70.042 ml de gel

H,O desionizada estéril 36.0 ml
TBE 10 X 7.0 ml
Acrilamida al 40 % 26.3 ml
Persulfato al 10 % _ 700.0 ul
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina) 42.0 pl

NOTA: No es necesario esterilizar; almacenar a temperatura ambiente.

= Acrilamida al 40%
Para preparar 500 ml de solucién

Acrilamida 19335 g
Bisacrilamida 665 g
Disolver en 250 ml de agua desionizada estéril 250.00 ml
Llevar a 500 m! con agua desionizada estéril 50.00 ml

NOTA: Proteger de la luz y almacenar a 4° C.
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9.3 Preparacion de colorantes para geles no desnaturalizantes

w A)

e Azul de bromofenol 0.25%
e Xilén cianol FF 0.25%
e Glicerol 30.0%
¢ Agua desionizada estéril 69.5%

NOTA: Almacenar a 4° C.

e B)

¢ Azul de bromofenol 0.25%
¢ Xilén cianol FF 0.25%
o Ficol tipo 400 15.0%
e 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,

...[g1:181303] UniSTS, LinkOut

LOCUS HUMCYP2D6 9432 bp DNA linear PRI 22-NOV-1994
DEFINITION Human cytochrome P450 IID6é (CYPZD6} gene, complete cds.

ACCESSION M33388

VERSION M33388.1 GI:181303

KEYWORDS cytochrome P450; cytochrome P450 IIDG.

SOURCE Human DNA, clone lambda2D-18/2.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1l (bases 1 to 9432)

AUTHORS Kirura,S., Umeno,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 CYP2D6é gene, a related gene,and a
pseudogene

JOURNAL Am. J. Hum. Genet. 45 (6), 889-504 (1989)

MEDLINE 80072069

PUBMED 25740601
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

ene

CDS

intron

exon

intron

exon

intron

exon

Location/Qualifiers

1.,.9432

/organism="Homo sapiens"

/db xref="taxon:2606"

/map="22ql13.1"
join(1532..1799,2503..2674,3225,.3377,3466..3626,
4060..4236,4427..4568,4776..4963,5418..5559,5658.
/gene="CYP2D6"

/note="G00-132-127"

/product="cytochrome P450 IID&”

1532..1799

/partial

/Gene="CYP2D6"

/note="cytochrome P450 IID6; G00-132-127"
/number=1

join (1532..1799,2503..2674,3225..3377,3466..3626,
4060, .4236,4427..4568,4776..4963,5418. .5559,5658.
/gene="CYP2D6"
join(1620..1799,2503..2674,3225,.3377,3466..3626,
4060..4236,4427. .4568,4776..4963,5418. .5559,5658.
/gene="CYP2D6&"

/codon_start=1

/product="cytochrome P450 IID6"
/protein_id="AAA53500.l"

/db_xref="GI:181304"

/db xref="GDB:G00-132-127"

/translation="MGLEALVPLAVIVAIFLLLVDLMHRRQRWAARYPPGPLPLPGLG
NLLEVDFQNTPYCFDQLRRRFGDVFESLOLAWT PVVVLNGLAAVREALVTHGEDTADRP
PVPITQILGFGPRSQGVEFLARYGPAWREQRRFSVSTLRNLGLGKKSLEQWVTEEAACL
CAAFANHSGRPFRPNGLLDEAVSNVIASLTCGRRFEYDDPRFLRLLDLAQEGLKEESG
FLREVLNAVPVLLHIPALAGKVLRFQKAFLTQLDELLTEHRMTWDPAQPPRDLTEAFL
AEMEKAKGNPESSFNDENLRIVVADLFSAGMVTTSTTLAWGLLIMILHPDVQRRVQQE
IDDVIGQVRRPEMGDOQAHMPYTTAVIHEVQRFGDIVPLGVTHMTSRDI EVQGFRIPKG
TTLITNLSSVLKDEAVWEKPFRFHPEHFLDAQGHFVKPEAFLPFSAGRRACLGEPLAR

MELFLFFTSLLQHFSFSVPTGQPRPSHHGVFAFLVSPSPYELCAVPR"
1800..2502
/gene="CYP2D6"
/nete="G00-132-127"
/number=1

2503, .2674
/gene="CYP2D6"
/note="G00-132-127"
/number=2
2675..3224
/gene="CYP2D6"
/note="G00-132-127; does not fit consensus”
/number=2
3225..3377
/gene="CYP2D6"
/note="G00-132-127"
/number=3
3378..3465
/gene="CYP2D6"
/note="G00-132-127"
/number=3
3466..3626

-5909)

.5909)

.5836)
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intro

exon

intro

cXon

intro

exon

intro

eXon

intro

exon

BASE COUNT
ORIGIN
1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541

n

n

n

n

n

1964 a

gaattcaaga
agctgggatt
ggtggatcac
tctactgaaa
gaggctgagg
gcatcattgc
cCadaaadaaaad
gggaggcagyg
tccggcctgg
ctgaacaaag

/gene="CYP2D6"

/note="G00-

/number=4
3627..4058

132-127"

/gene="CYP2D&"

/note="G00-

/number=4
4060, .4236

132-127"

/gene="CYP2D6"

/note="G00-

/number=5
4237..4426

132-127"

/gene="CYP2D6"

/note="G00-

/number=5
4427.,4568

132-127"

/gene="CYP2D&"

/note="G00-

/number=6
4569..4775

132-127"

/gene="CYP2D6&"

/note="G00-

/number=6
4776..4963

13z2-127"

/ gene="CYP2D6"

/note="G00-

/number=7
4964, .5417

132-127"

/gene="CYP2D6"

/note="G00~

/number=7
5418..555%9

132-127"

/gene="CYP2D6"

/note="G00-

/number=8
5560..5657

132-127"

/gene="CYP2D6"

/note="G00~-

/number=8
5658..5909
/partial

132-127"

/gene="CYP2DG"

/note="G00-

/number=9
2647 ¢

ccagcctgga
gggtgcggtg
ctgaagtcag
atacaaaaag
caggagaatt
acaatggagg
aaaaaaaaaa
gggtccactt
gcaacagagt
gatcctececat

132-127"
2976 g

caacttggaa
gctcatgcct
gagttcaaga
ctagacgtgyg
gcttgaagcc
ggagccacca
aaagaattag
gatgtcgaga
gagaccctgt
aacgttccca

1845 t

gaacccggtc
ataatcccag
ctagcctggce
tggcacacac
tagaggtgaa
gcctgggcaa
gctgggtggt
ctgcagtgag
ctaaagaaaa
ccagatttct

tctacaaaaa
cactttggga
caacatggtyg
ctgtaatccc
ggttgtagtg
caagaggaaa
gcctgtagte
ccatgatcct
aaaaaataaa
aatcagaaac

atacaaaatt
gectgaggty
aaaccctatc
agctacttag
agccgagatt
tctcecgtcetc
ccagctactt
gccactgcac
gcaacatatc
atggaggcca
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601

661

721

781

841

501

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
186l
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901

gaaagcagtg
caagggcctt
catagcccgg
ggtccecatcc
atgtgtgtgt
gtgtatgtgt
caagtgtgaa

gtgtgcatag

atgccactca
ctgaaggtca
ggaggggttg
actgaaaccc
ggggtgactt
gaagcagggg
gcagcacagt
ctttataagg
cctggtgggg
tggggctaga
acctgatgca
ccgggetggg
tgagggagga
tggatggtygg
tgggggacgt
ccaaggaaga
cccattgggce
gcettgggaa
aagggggtgc
tcaccggcat
gtgactcttg
ggtgtgaccc
actcctggta
gtgatcctgg
gacgtgttca
gtgcgcgagyg
acccagatcc
atttccgtgg
gtcgtggaca
gggaggtgtg
agacctggca
aagtgggggc
gggtcttecce
ccccagcecaa
gccagggact
ctaatgcctt
ctatgggccc
cctgggcaag
cttegooaac

gaggaggacg
ccggctacca
ccagagccca
aggaaacctc
gactggtgtg
gaatattgtc
caagtggaca
cgtctgtgcea
tcatcaggag
ctctggagtg
tgactacatt
tggttatcecc
ctccgaccag
caagaacctc
caacacagca
gaagggtcac
tgggggtgce
agcactggtg
ccggecgccaa
caacctgctg
ggtcectggag
gtgaaaccac
cctggagaag
gtagggcaag
aacatatgtt
tggaagatga
agtgacccgg
ggaccatcat
caaggtcata
ccacccccgco
gceccggggy
cttgacaaga
gcctgcagct
cgctggtgac
tgggtttcgyg
gacccgggtyg
tgaaacaggc
agcatgggga
ggagcccaat
ggyggaccgca
tgagtgcaaa
gggagcaagyg
gcgggagace
catggccacg
gcgtggegeg
aagtcgctgg
cactceggtg

ggggygacgygyg
ccaacggtct

gcttcgagta
aggaggagtc
cgagctcccg
tgggtttggyg
gacatctcag
aaggactctg

aggagagagg

gaaggcgacc
cttggacaaa
cgacgaccct
gggctttctg
agaggtgcecg
aaaggacatt
acatggtcgt
tacctecctat
gtggaggctg

accctcaggc
actgggagct
ggaatgtggg
cggcatggct
tgtgagagag
tttgtgtggg
agtgtctggg
tgtcaagagt
ctctaaggcc
ggcaggtyggg
agggtgtatg
agaaggcttt
gcecectecac
tggagcagcc
ggttcactca
gcgcteggtg
aggtgtgtcc
cccctggecg
cgctgggcetyg
catgtggact
ggcggcagag
aggctggacc
ggcatttata
ggcctggagg
atggagtaca
gttagtcctg
ttcaaacctt
ctgggaatygy
cctgggtgac
cccacgatca
tcgtccaagg
ggccctgacc

ggcctggacg
ccacggcgag
gcegegttee
ggtgatgacc
cagcgagtgg
€gagggcggyg
gggtgagcgt
cctgtgctgt
ggcggtcagy
tggatgcaca
agggggagca
cgcacgtgcc
agcagaggcg
agcagtgggt
ggtgatgggc
ccttacccgce
gccgtgagca
cgcttectea
cgcgaggtgce
gggctggact
ccaggagacc
gggagaggtyg
ccacgtcaga
gcacttgggg

agcccgyggag
ctgggaacag
ctgggctggg
gggaagtggg
aatgtgtgcc
tgattttctg
agtggacaag
gcaaggtgaa
ccaggtaagt
ggtagggaaa
agcctagcetyg
gcaggcttca
cggectaccc
cataccecgcec
cagcagaggg
tgctgagagt
agaggagccc
tgatagtggc
cacgctaccc
teccagaacac
gtgctgaggce
agaagccagg
catggcatga
tggagctgga
aagtccctte
agtgccgttt
ttgcactgtg
gatgctaact
gcatccaaac
ggaggctggg
ttcaaatagg
ctccectetge
ccggtggteg
gacaccgccg
caaggcaagc
gtagtccgag
ggacagcggyg
gcttgtgacg
ggcgcatttc
aagctcagtg
gtgggcagag
aagagtgggc
tagggttgga
cgtceccacce
cttctecegtg
gaccgaggag
agaagggcac
atcteccacce
acgtgatcgc
ggctgetgga
ggagcgagag
ggggecotegg

gatgttgtca
ccctgttgca
agcagcctct
gtacttggtg
ctaagtgtca
cgtgtgtaat
agatctgtgc
gtgaagggac
gccagtgaca
gggcaaggcec
ggaggtggat
ggagcttgga
tgggtaaggyg
ctggectgac
caaaggccat
gtcctgcectg
atttggtagt
catcttecctg
accaggccce
accatactgc
tcccctacca
ctgagaaggg
aggactggat
cttggcagtg
tgctgacacce
aaatcacgaa
ggtcctceggg
ggggectctce
tgagttcctc
tctectectt
actaggacct
agttgcggcg
tgctcaatgg
accgcccgcco
agcggtgggg
ctgggcagag
ccaagaaacc
agtgggcgyayg
ccagctggaa
tgggtggcgce
acgaggtggg
cctgtgacca
gtgggtggtg
ccaggggtgt
tccaccttgc
gcegectgec
aaagcgggaa
cccaggacgc
ctcecctcacc
cctagctcag
accgaggagt
aagagecagyga

caggctgggyg
aacaagaagc
ggacaggagt
ccgggtetgt
gtgtgagtct
cgtgtccctg
accatcaggt
caggcccatg
gataagggtg
atgttctgga
ggecgggtec
gtggggagag
cctggageag
tctgeccactg
catcagctcc
gtcctctgtg
gaggcaggta
ctcctggtgg
ctgccactge
ttcgaccagg
gaagcaaaca
gaagcaggtt
tttccaaagg
ggcatgcaag
agaaggaaag
atcgaggatg
cctcactgcc
ggcaattttg
catcacagaa
ccacctgctce
gtagtctggg
ccgetteggg
gctggeggcec
tgtgcccatc
acagagacag
aggygycgeggyg
acctgcacta
gccactgeceg
teccggtgteg
ggggcecgceyg
gcaaagcctg
gctggacaga
gatggtgggg
tcctggecgeg
gcaacttggg
tttgtgccgo
ctgggaaggc
ccctttegec
tgcgggegcec
gagggactga
ctctgcaggg
tttgcataga

ccactgtaag
tgccegggtce
gatttcgatt
agggacttgyg

aagggcctgg
agggggcacec
ttaggtttct

tgaggtcagt

aggaggaggg
aggagaggcc
cctctgggea
ggtaaggaca
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3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861l
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261

ggcaggccct
agcacaggaqg
ctcctgecata
cagctggatyg

gggtctacct
ggattgagac
tcccagegcet
agotgotaac

ggagatggct
cccgttctgt
ggctggcaag
tgagcacagqg

gacctgactg
ggcaagggtg
accagtgcat
gggggctacec
tgagagcagc
gatggtgacc
tgtgcagcgt
ggggcccatg
gtaagcctga
gtgctgacce
cgtgataggg
tgccgtgatt
gacatcccgt
ctcaccccag
cccactctag
999tggg9ygy
gggagacaaa
cagtgtgggt
tggagcttct
tccececegtgt
ctgcatctcc
aggccgtctg
actttgtgaa
ccctgteecec
cccteccecte
cttcctctte
ccggecccagce
tgectgtgcece
aatgtacaat
gatcatcctc
cgcatttgag
ccatgtcccce
tggcatgtgg
gtggagaggy
catcagggac
ccccaaaacg
cagggctcag
tgagccacca
agggatgctg
gctggaggag
gcagggccca
gcgggcagag
cttgctctge
gggcttctgt
ctgctetgece
ctgctgtcct
gcccaagagt
cagcctggga
aggaccctac
agggtgcgge
gtcagaaggg
ggctcggtgg

aggccttect
gtgggttgag
cacccggcga
ccgttctgte

ggcagagatg
cgtcccagga
gccgcatctg

ccgagtatge

ggggcctygayg
ctggtgtagg
gtcctacgcet
atgacctggg
gagaaggtga
ggaatgaggg

ggctgacagg
tetcggccct

ttcaatgatg
acctcgacca
gagcccatct
aactttgctg
cctcctccaa

attgtgggga
caggtgcggce
catgaggtgc
gacatcgaag
ctcagcacca
gaaccctggc
tccagagtat
ccaggacctg
gcctctgaga
cgggcgcagg
gtttggtggce
tgcccaggga
ggagaagccc
gccggaggcec
ttccgtggag
cccacaggcc
Etcacctcece
caccatggtg
cgctagaatg
aaagcaatgt
ctcagggcaa
acaggggtac
cactgaccca
ggaaggggcec
caggactcag
agcagtcctg
gaagacaaat
tcggcaggtg
ccctcagcckt
ctgtacagac
gacacttgtt
caggecctgcc
aaggaggagg
cattaccccg
ttccttctgce
ttctgggget
ccacgtctgt
ttctaatgag
cagagaacca
agcctccctg
ccggcetgtea
tggccaggge
caggaagtgc

agaacctgcg
cgctggectg
gggaaacagt
ggacacccgg
cataggaggc
cgcatgtctg
gaccagagat
agcgctttgg
tacagggctt
gcacctggtg
cacctagtcc
aggcaggygcet
ccagaatgtt
ggtgtgactg
actagttgac
aggggtccca
acgacactca
ttccgecttcce
ttcctgecectt
tcttgcaggg
gccgtgeatg
tgctgcagca
tctttgcttt
gggtacctag
ggtagttcca
ccccacccct
gttgaggctyg
actctgactg
agaatgggct
cctggaggcc
ccagcaccat
catggcgtca
ccagaacgtt
cgtcacctca
ccctgaccag
tggctccaac
ctagggacag
tggcatgggce
tgtgacccceg
caacgagaag
gtggcccttg
cctcaccgac
catatgatta
cagacactct
gcagcagtte
gcacgagagg
ccecttgggce
tgttcctgea

catagtggtg
gggcctcctg
gcaggggcceg
ggctccaagc
aagaaggagt
tccaggecgt
gggtgaccag
ggacatcgtc
ccgcatcect
atagccccag
tcaatgccac
ggcctgtcca
ggaggaccca
cgccctgcectg
agagtccagc
gcatcctaga
tcaccaacct
accccgaaca
tctcagcagg
gtatcaccca
cctcggggag
cttcagcttc
cctggtgage
tcceccagect
actcgggtcc
gcctcattcc
agcagatgtc
cccagattgg
gactagaggt
catatttcag
cacaacagtc

gggagctata

ccctgggaag
ccacaggact

tgacgagttc
cctaggtacc
gagtcaacct
agctgagagc
ggcccaccct
gctgcttceac
ctggcctgga
ataatgggct
cctgagtect
gaggagccac
cgccagcatt
gacgttggtc
ccctccagag
gctgtgggga

acttgtccag
tgctgaatgc
tccaaaaggc
acccagccca
gagtggctgc
gaggctgygge
tgcagaattg
gctcaggcca
gctgacctgt
ctcatgatcc
agggaggaag
acaggcttga
gtcagggccyg
gtccaacagg
gctcacatgc
cccctgggtg
aaggtaggcc
catggctact
cacactgact
tccagagccc
acgcctgcag
tggggtcgga
tgtgtgccag
gtccagtccc
gtcatcggtg
cttcctggat
tgcctgtggg
ggagccaggc
cceectggece
tcggtgeccea
ccatccccct
gctccctagc
cctgctcacg
tgcttacccc
agttaccctt
tgacaaggac
gtcagtcagc
gcctaactca
acctceccttc
tgccaggget
gccccatgga
ggctacctct
gcactcaggg
atcctecccag
tggacccata
cagagaccct
tcccecacecct
ctgceccecgag
gccccaacca
gggctgggcea
gggcagacct
cctgaggect
tctgtaaatg
tgtcececctgg
acaatccact
cagggagtgt

gtgaacgcag
tgtcccegtce
tttcctgacc
gcccccccga
cacggtgggyg
aaaaggttgg
gaggtcattt
aggggaaccc
tctctgecegg
tacatccgga
ggtacaggcqg
ccaggatcct
gaccccctgg
agatcgacga
cctacaccac
tgacccatat
tggcgccctce
gccaggtgygg
gtccccactt
ccgtctagtg
ggagaggggg
gagggtactg
gcagtgtgtg
cactctcacc
ctgaaggatg
gcccagggcc
gagcceggct
tcactgacgc
gcatggagct
ctggacagcc
atgagctttg
cagaggctct
cccbegttgy
accgcectggce
gcccataatc
tacattgtcc
cctggatgtg
gcccacccca
atatatgaca
acctacetec
agcccaggac
ctgggcccte
ccaggctggce
tagggatcag
aggcactggg
gaccctagtc
tccececacccce
tcctgtcette
agggcaggga
cacaggcagt
tcttagggaa
cttttgccag
ccctcatgec
caccgagtca
gtggtcacac
ggatgaagcc
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7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
1861
7821
7981
8041
8101
g8l6l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
gg2l
8881l
8541
9001
8061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
/7

aggctgggtt
caactcttgg

gctcagaacc
tgctctttge
tcctgggagc
ggtagggatg
caggaaggtc
gaaggtggga
gcagccccecct
tttgaacctt
ttctgtgttg
gaggcccagt
ccctgggatg
cctgecctge
agacgttcag
ctgctcagca
ctgggataag
gggggtcgtg
cctcateccte
tgagctgtgg
tgcegtgtgt
aggggaagcc

gggaggtggg
cccgactggce

cacagccgcec
tgtagcattt
caaggagaga
taattgggct
ggtggatcac
tctactaaaa
tcaggaggct
gatcgcatca
tataattgat
taaaataaaa
gccttagetc
gcctaggaat

tgtctgaaga
atttattgga
agtccagcca
tgtcctcaga
aaccaaccct
cagccagctc
aaggcacctg
aagggctggg
gcagcacgct
Cttattttce
cacagacagg
ctgttcacac
gcagcttggc
tgcctcccac
tcgaagcccc
ggaatggggc
acggcagcct
acctgcagga
ctgttctecac
taaccttgtg
ctgggtctaa
ttacctcaga
aggggtgaca
ccatccttte
ccactccagg
attcattage
gaacaggctg
gggcaggygtyg
ctgaggtcag
atacaaaaaa
gaggcaggag
ttgcactcca
atctttagaa
atgttcaaac
atgcctgtaa
tc

cggaggcccc
aagattttct
gagctctgtc
ggcctctgca
ccctctgaga
agggagtgge
actcctgygge
gtgtctgtga
gggtcagtgg
tggcaggaag
gaaacaggct
atggctgctg
ctgctggtct
tctgcagtgce
gggctgtect
taggtgcttc
ccteccecttggg
ggaataagag

actggggtgt
agtttcctgg

ctgagctctg
ggttggcttc
caaccctgac
caggtgcagt
ggaagaggag
ccccacactg
aggtgagagc
gctcacgcct
atgttcgaga
ttagctggge
aattgcttga
gcctggtcaa
agataaaact
acccaccacc
tcccagecatt

gaaaggtggc
tcacggttct
atgggcacgt
aagtagaaac
tgccecgggg
ccagagttcc
tgcttcccte
ccctggecagt
tcttaccaga
aagagggatc
ctgtccacac
cctctcagcet
tggggttgag
tccatggcetg
tacctcccag
ctcececectggg
ggcagcagca
ggcagactgg
cacagtcctg
agggggectg
aaaggagaga
ttcecctactcet
acccacacta
cceccttact
tgceccagccct
gcctgaccat
tactgtcaac
gtaatcccag
ccagcctggce
grtggtggtgg
acctgggagg
caagagtgaa
ttgcattcat
actaattctt

ttgggaggcect

agcctggect
gagtcttggg
agacccggtc
aggcagcctt
ccaggtcagc
tgcccaccca
ccecteeecte
cactgagaag
tggatacgca
cagcagtgag
aaagtcggtg
ctgcacagac
ccagcctcca
ctcagttgga
tctggggtac
gacttcacct
ttcagtcctc
gcagaaaggc
ggaagttctt
ccactaccet
gececagecee
tgactttgceg
tgagtgatga
gtgtctgcca
taccacctga
ctcccectgtg
acctaaacct
cactttggga
caacatggtg
gtgcctgtaa
cagaggctgce
actgtcttaa
gaaataagaa
gacaaaaata

aaggcaggag

Revised: October 24, 2001 (http://www ncbi.nilm gov/entrez/viewer. faci).

atagcagcag
ggtgttagag
ccagggcctt
gtgagtcccc
tgtggtgaaa
aggaggctcc
cccaggtcag
cagggtggaa
gcaacttcct
atcaggcagg
gggccaggat
gtcctcgcetce
gcactgecctc
cecacgcetgg
ctgccaccte
gctctecceccte
caggtctcct
cttcagagca
ccttttcagt
tgggactccc
tgggcecttcc
tctctgcaga
gtagtecctge
agggtgceag
gtgggcacag
ggctgcatga
aaaaaatcta
ggccgagatg
aaaccccegtc
tcecagetac
agtgagccga
aaaaaaaatc
taggagggte
tagtctgggt
gattgtttga
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