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RESUMEN 

El trastorno obsesivo compulsivo (TOe) es un trastorno psiquiátrico crónico 

caracterizado por ideas, imágenes o impulsos repetitivos, angustiantes y absurdos 

(obsesiones) así como conductas repetitivas y ritualizadas llevadas a cabo para 

disminuir la ansiedad provocada por las obsesiones (compulsiones). El abordaje 

farmacológico del TOe se basa en los inhibidores selecti vos de la recaptura de 

serotonina (ISRS), sin embargo se ha reportado que entre el 40 y 60% de los pacientes 

no responden a este tratamiento. La vari abilidad individual en la respuesta a los 

fármacos se debe a factores ambientales, fisiológicos y genéticos. Las enzimas 

CYP2D6 y CYP2C9 intervienen en el metabolismo oxidativo de varios de los fármacos 

más utilizados en la práctica cl ínica entre los que están algunos ISRS. Determinados 

polimorfismos en los genes CYP2D6 y CYP2C9, se han asociado con dile rentes 

fenotipos de acuerdo a la capacidad para metabolizar a los fármacos; definiendo así a 

los metabolizadores ultra rápidos (MU), extensivos (ME), intermedios (M I) y pobres 

(MP). El objetivo de este estudio fue evaluar si existía relación entre los polimorfismos 

de CYP2D6 y CYP2C9 con la respuesta a ISRS. Se analizaron 100 pacientes TOe y 

100 individuos sanos. En el análisis de CYP2D6 no se encontró diferencia significativa 

enlre pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento (x'=4.29 gl=5 

p=O.5102) . Sin embargo, se encontraron diferencia significativas en las frecuencias 

alélicas (x' =29.64, gl=3, P= 0.0000) y genotípicas (x' =29.65, gl= 6, P= 0.0002) de los 

polimorfismos CYP2D6, entre los pacientes TOe y el grupo control. En el análisis de 

CYP2C9 se encontró diferencia estadística entre las frecuencias genotípicas (X'=18.8, 

gl= 4, p= 0.001) Y alélicas (X'=17.3, gl= 2, p= 0.000) del grupo TOe y los dos grupos de 

comparación (población indígena mexicana y mestiza mexicana). El análisis por género 

mostró diferencia significativa en relación al genotipo '1 1'2 (X'=7.61, gl=2, p= 0.022). En 

conclusión, no se encontró asociación entre la respuesta y la presencia de los 

polimorfismos estudiados. Sin embargo, el haber encontrado mayor frecuencia del 

alelo '1 y genotipo ' 11'1 en población TOe, podria indicar que los genes que codifican 

las enzimas del eYP-450 se encuentran asociados con el desarrollo del TOe, sin 

embargo, este es el primer reporte en la literatura, por lo que resulta importante que sea 

corroborado en estudios futuros en una muestra de mayor tamaño. 
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MARCO TEÓRICO 

1. TRASTORNO OBSESIVO COMPULSIVO (TOC) 

El trastorno obsesivo compulsivo (TOe) es un trastorno psiquiátrico crónico, 

caracterizado por ideas, imágenes o impulsos repetitivos, angustiantes y absurdos 

(obsesiones) así como conductas repetitivas y ritualizadas llevadas a cabo para 

disminuir la ansiedad provocada por las obsesiones (compulsiones) (Camarena el al. , 

2005, Lóyzaga el al., 2000). 

El trastorno obsesivo compulsivo es un padecimiento crónico que afecta al paciente en 

diversas áreas de funcionamiento (laboral, escolar, social, familiar, etc.). Es el cuarto 

trastorno más común de los desordenes psiquiátricos, después de las fobias, abuso de 

substancias, y desórdenes afecti vos (Lüllullah el al., 2008). 

1.1 OBSESIONES ~ 
>S 

Son pensamientos indeseados, recurrentes, impulsos o imágenes expresados como ~ ~ 

intrusivas o ¡napropiadas. Las personas intentan suprimir o neutralizar las obsesiones ~ 
<g 

con acciones u otros pensamientos (Hasler el al., 2005). O .... 
:z:~ 

Las obsesiones típicas incluyen: obsesiones de contaminación (temor a contaminarse 

por algún desecho corporal, suciedad o gérmenes, etc.), obsesiones agresivas (temor a 

actuar por impulsos agresivos contra seres queridos o hacia sí mismo), obsesiones 

sexuales (pensamientos, imágenes o impulsos sexuales considerados como 

inaceptables y absurdos, como la homosexualidad, conducta sexual agresiva, etc.) 

obsesiones religiosas (temor a expresar blasfemias a personajes religiosos, a cometer 

algo inmoral, etc.), obsesiones de simetría (necesidad de tener objetos en determinada 

posición, de hacer las cosas siguiendo un ritual , etc.) , obsesiones somáticas (miedo 

persistente a desarrollar enfermedades graves, preocupación excesiva por alguna parte 
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del cuerpo), obsesiones de atesoramiento (incapacidad para deshacerse de objetos sin 

valor, excesivo apego emocional a las obsesiones, etc.) (parmet el al. , 2004). 

1.2 COMPULSION ES 

Son comportamientos repetitivos o "rituales" que la persona realiza para sentirse mejor. 

Los actos compulsivos se realizan para reducir el estrés o para prevenir que suceda 

aquello que el paciente teme; aunque no hay conexión realista entre el acto compulsivo 

y el evento temido (Hasler el al. , 2005). 

Las compulsiones tipicas comprenden: compulsiones de limpieza (rituales de lavado de 

manos, ducha, dientes, medidas para evitar contacto con contaminantes, etc.), 

compulsiones de revisión (revisar cerraduras, llaves de gas, aparatos, no hacer daño a 

otros o a uno mismo), compulsiones de repetición (releer, reescribir, repetir actividades 

rutinarias como pararse y sentarse, etc.), compulsiones de orden y conteo (ropa por 

color, objetos por tamaño, conteo de pasos, secuencias, etc.), rituales mentales (rezar, 

repetición de frases o listas, etc.), compulsiones de atesoramiento (acumulación de 

objetos y la incapacidad de desecharlos aunque carezcan de valor) (Parmet el al., 

2004). 

El 75% de los pacientes con TOe presenta obsesiones y compulsiones, mientras que el 

25% restante sólo tiene obsesiones. Se ha identificado que el temor a la contaminación 

es la obsesión más común, aunque el causar daño a otros, la duda patológica, 

obsesiones somáticas y la necesidad de simetría también ocurren frecuentemente 

(Zohar el al., 2003) . 



Tabla 1. Tipos de obsesiones y compulsiones. 

Obsesiones Compulsiones 

Contaminación limpieza 

Agresión Revisión 

Sexuales Repetición 

Religiosas Contar 

Simetría Orden 

Somáticas Atesoramiento 

Atesoramiento Rituales mentales 

(2ohar el al., 2003) 

2. CONSECUENCIAS DEL TOC 

El TOe interfiere significativamente con la capacidad de funcionamiento del paciente 

en diversas áreas de la vida. Un trastorno obsesivo en la familia puede contribuir a la 

desorganización, la discordancia y graves malos entendidos. Lo que se pasa por alto es 

que el enemigo es el TOC y no la persona que lo sulre (Eisen el al., 2006) . 

3. INSTRUMENTOS DE DIAGNOSTICO Y VALORACiÓN DEL TOC 

Considerando la elevada prevalencia del TOC, la necesidad de evaluar y detectar este 

padecimiento es muy importante. El uso de entrevistas estructuradas, permite hacer 

valoraciones confiables para detectar la presencia de sintomatologia y su variación a lo 

largo de la historia natural de la enlermedad (Nicolini. , 2002). 



3.1 OS M-IV 

El DSM-IV (Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales) es un manual 

que clasifica y define a los trastornos mentales. Es realizado por la Asociación 

Psiquiátrica Americana y tiene revisiones cada 6 a 8 años. Es de gran uso en 

investigación. Las categorías y los criterios diagnósticos, así como las definiciones del 

texto, deben ser utilizados por personas con experiencia clínica. Los criterios 

diagnósticos específicos deben servir como guías y usarse con juicio clínico. (Pollock el 

al., 2000). 

Los clínicos cuentan con varias escalas de medición específicas para evaluar la 

gravedad del TOC, como por ejemplo: el Inventario Obsesional de ley ton, (IOl), que 

hasta 1989 era el más utilizado en los adultos; el Inventario Obsesional y compulsivo 

del Maudsley (IOCM), la subescala para obsesivo compulsivo de la Escala de 

Evaluación para Psicopatología Comprehensiva (EPCOC) , y la escala para la 

evaluación global del TOC desarrollada en el Insti tuto Nacional de Salud de los Estados 

Unidos (NIMH-QC). Todos estos son instrumentos capaces de reproducir sus 

resultados, sin embargo su validez no ha sido claramente establecida (Nicolini., 2002) . 

Uno de los instrumentos de evaluación más comúnmente uti lizado en la investigación 

clínica es la escala de síntomas obsesivo-compulsivos de Yale-Brown (Y-BOCS) , y su 

contraparte para los niños Yale-Brown para niños (CYBOCS) (l ydiard. , 1994). 

3.2 Escala Y-BOeS 

Goodman y colaboradores (1989) crearon la escala Yale-Brown para el TOC (Y-BOCS). 

Ésta, lue diseñada para cal ificar la gravedad y tipo de síntomas en pacientes con TOe. 

Es una escala que debe ser aplicada por el cl ín ico, comprende tres secciones: 

Sección 1. Contiene definiciones y ejemplos de obsesiones y compulsiones para 

educar al paciente sobre el signi ficado de las mismas. 



Sección 2. Contiene una lista de verificación de síntomas que consta de 74 reactivos y 

agrupa a las obsesiones en 8 grupos (agresión, contaminación, sexuales, 

coleccionar/atesorar, religiosas, simetría/exactitud, varias y somáticas) y a las 

compulsiones en 8 grupos (compulsiones de limpieza y lavado, compulsiones de 

revisar, rituales de repetición, compulsiones de contar, compulsiones de ordenar, 

compulsiones de guardar/coleccionar, compulsiones varias y medidas para prevenir). 

Esta sección permite evaluar la presencia o ausencia de estos síntomas en dos 

momentos de la vida: 

a) Actual: si el síntoma ha estado presente en el último mes. 

b) Pasado: incluye la presencia del síntoma en cualquier otro momento previo al 

mes considerado. 

Sección 3. Consta de un formato semiestructurado que evalúa la gravedad de las 

obsesiones y compulsiones así como otros síntomas asociados. Se califica de O a 4 de 

acuerdo a la intensidad del síntoma, donde O es nada y 4 es extremo. Existe un manual 

para la calificación del síntoma de manera objetiva, que consta de 21 apartados o 

reactivos de los cuales sólo 10 dan la puntuación final; los primeros 5 califican 

obsesiones y los 5 apartados restantes califican compulsiones. Estos apartados 

evalúan 5 aspectos relacionados con los síntomas tales como tiempo ocupado, 

interferencia debida al síntoma, malestar asociado, resistencia contra el síntoma, grado 

de control del síntoma (Goodman el al., 1989). 

La respuesta al tratamiento se define como la disminución del 35% en la puntuación de 

la severidad de los síntomas de la escala Yale-Brown a las 12 semanas de evaluación 

con respecto a la basal ; si bien existe controversia en el porcentaje de la disminución de 

los síntomas, y otros autores utilizan 25 al 30%, para propósitos de este estudio se 

utilizó 35% dado que traduce mejor la mejoría clínica del paciente. 



4. EPIDEMIOLOGíA 

4.1 INCIDENCIA Y PREVALENCIA 

El TOC presenla una prevalencia a lo largo de vida que va del 1.9 al 2.5% en la 

población en general. La incidencia anual va del 1.1 al 1.8% (Welssman el al., 1994). 

En la Ciudad de México la prevalencia a lo largo de la vida es del 1.4%, con una alta 

comorbilidad, del 70%, con depresión (Caraveo·Anduaga el al., 2000). 

En adultos, tanto en hombres como en mujeres existe la misma probabilidad de 

afectarse, entre adolescentes hay mayor tendencia en mujeres, y en niños es más 

Irecuenle en varones (Atliullah el al. , 2000). 

4.2 COMORBILIDAD 

El conceplo de comorbilidad hace referencia al hecho de que un individuo presente dos 

o más diagnósticos en el momento de la evaluación. Se ha observado que la 

comorbilidad más frecuente con el TOe, la constituye el trastorno depresivo mayor 

hasta en un 70%, es decir que de los pacientes con TOe, dos terceras partes van a 

tener también un cuadro de depresión. Otros trastornos psiquiátricos cornórbidos más 

probables son los trastornos del estado de ánimo, ansiedad, de la conducta 

alimentaria o trastomo por tics (Yaryura el al., 2000). Del 1 al 16% de los pacientes con 

TOC desarrollan esquizofrenia (Eisen el al., 1997). Otros trastornos psiquiátricos 

comórbidos documentados, aunque con menos frecuencia son abuso de alcohol, 

trastorno de Gilles de la Tourette , tricotilomanía, trastorno dismórfico corporal, e 

hipocondriasis (Rasmussen el al., 1992). 



4.3 EDAD DE INICIO DEL TRASTORNO Y CURSO 

El Toe suele comenzar en la adolescencia o al principio de la vida aduHa, aunque 

puede iniciarse en la infancia. En muestras clínicas la edad media ha sido 22 años 

(Brown el al., 2001). La edad de inicio es más temprana en los varones (13-15 años) 

que en las mujeres (20-24 años) (Cruzado., 1998). En mueslras inlantiles, la edad de 

inicio se sitúa alrededor de los 12-13 años (Bragado., 1994), aunque hay quien reporla 

da la edad de 9.5 años para los niños y 11 años para las niñas (Eeheburúa., 1993). Un 

comienzo del TOe a partir de los 35-40 años es inusual y se ha asociado a un daño en 

la estructura del cerebro, estudios de neuroimagen han mostrado la importancia del 

lóbulo Irontal y del estriado en la patogénesis del TOC (Weiss el al., 2000). 

El inicio del trastorno suele ser gradual. Una vez establecido el trastorno, su curso suele 

ser crónico, aunque con altibajos, con exacerbaciones de los síntomas que podrían 

estar relacionadas con acontecimientos estresantes, la remisión espontánea es muy 

baja, aproximadamente del 23%, en periodos de seguimiento de 1 a 23 años (Cruzado., 

1998). En otro estudio se reportó una remisión del 20% en un tiempo de seguimiento de 

40 años (Conraux et al. , 2001). 

En un estudio con 560 pacientes, el 85% presentaron un curso continuo del trastorno, el 

10%, un curso en deterioro y el 2%, un curso episódico con remisiones de 6 meses o 

más (Rasmussen et al., 1992). 

Un 5% de los pacientes pueden presentar un curso episódico con síntomas mínimos o 

ausentes entre episodios (Matsunaga el al. , 2002) . 

5. ETIOLOGIA DEL TOC 

La etiología del TOe no se conoce, sin embargo se sugiere que es multifactorial e 

involucra aspectos neuroanatómicos neurobioquímicos, genéticos y cognitivos. 



5.1 HIPÓTESIS NEUROBIOQuíMICA 

La hipótesis neurobioqu imica está apoyada por los hallazgos de los estudios 

fa rmacológicos, especialmente de la respuesta antiobsesiva de los inhibidores de la 

recaptura de serotonina (l SRS); estos estudios sugieren que el sistema serotoninérgico 

se encuentra involucrado en la fi siopatología de este trastorno (Cama re na et al., 2005). 

5.1.1 SISTEMA SEROTONINÉRGICO 

La serolonina (5-hidroxitriptamina [5-HTD es un neurotransmisor liberado por las 

neuronas. Existen numerosos subtipos diferentes de receptores serotoninérgicos (5-

HT' A, 5-HT lO , 5-HT'A, 5·HT 2C, 5-HT" 5-HT4, entre otros), cada uno con diferente 

distribución cerebral , localización neuronal , mecanismos efectores (segundos 

mensajeros) e influencia sobre la descarga neuronal. En consecuencia, la disección del 

sistema serotoninérgico supone un complejo desafiante que permite hacer la pregunta 

de cuál subtipo o subsistema podría estar principalmente implicado en el TOe. 

La importancia del neurotransmisor de la serotonina (5HT) en el trastorno obsesivo 

compulsivo, se ha generado por estudios farmacológicos que han centrado su atención 

en la eficiente actividad antiobsesiva de los antidepresivos que inhiben la recaptura de 

serotonina. Desde mediados de 1980 se sabe que la clorimipramina, un potente 

inhibidor no selectivo de la recaptura de serotonina es eficaz en la disminución de 

síntomas obsesivos. La fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina y citalopram, 

inhibido res selectivos de la recaptura de serotonina, han demostrado también efectos 

antiobsesivos, lo que apoya la hipótesis de que los efectos antiobsesivos de estos 

fármacos se deben a su potente actividad de bloquear la recaptura de serotonina 

(Stahl. , 2000). Sin embargo, aunque la inhibición del transportador de la serotonina 

ocurre inmediatamente, los efectos terapéuticos requieren semanas de administración 

del fármaco (Goodman et al. , 1990). Aunque los fármacos serotoninérgicos son 

eficaces en el tratamiento del TOe , los hallazgos con m-clorofenilpiperazina (m-CPP) 



indican una hipersensibil idad de los receptores de 5-HT que intervienen en los 

comportamientos obsesivo-compulsivos, y una menor capacidad de respuesta de los 

receptores de 5-HT hipotalámieos. 

Con base en estos hallazgos, se ha propuesto a la hipótesis serotoninérgica, como una 

de las principales hipótesis en el desarrollo del TOe, sugiriendo que una disfunción en 

el metabolismo de la serotonina podría estar involucrada en el desarrollo de este 

trastorno. 

5.1.2 SISTEMA DOPAMINÉRGICO 

Más del 40% de los paeienles TOC no responden al tratamienlo con los ISRS, lo que 

nos estar ía diciendo que otros neurotransmisores podrían estar involucrados en la 

palofisiologia del TOC en algunos pacientes (Slahl. , 2000). Varias lineas de 

investigación han propuesto que la dopamina esté implicada en la mediación de 

algunas conductas repetitivas. Por ejemplo altas dosis de agentes dopaminérgicos 

como las anfetaminas, la bromocriptina, la apomorfina y la L-dopa inducen conductas 

estereotipadas en animales. Otras evidencias respecto al papel que desempeña la 

dopamina en la fi siopatología del TOe se derivan de la frecuencia con que se ha 

reportado asociación con otras enfermedades en las que se encuentran involucradas 

las regiones del cerebro que contienen a las neuronas dopaminérgicas. En estos 

trastornos, como los lics que muchas veces acompañan a la sintomatología del TOe, 

el haloperidol y los antagonistas dopaminérgicos son efectivos para reducir los tics. Sin 

embargo, la mayoría de los autores concuerdan en que son ¡nefectivos en el TOe 

cuando se administran solos para este tratamiento. Por otro lado, los estudios de 

imágenes cerebrales de pacientes con TOe señalan también a las áreas 

dopaminérgicas del cerebro como las más alteradas, con una mayor función en los 

pacientes con TOC (Camarena el al., 2007). 



5.2 HIPÓTESIS GENÉTICA 

Se han encontrado evidencias sobre la base genética del TOG, mediante los métodos 

comúnmente empleados que se basan en la investigación tanto de estudios en familias 

como es ludios en gemelos (Bolella el al., 1995). 

Estudios en familias: Han sido muy útiles para sugerir que la mayoría de trastornos 

psiquiátricos son heredados. En los estudios realizados con familias se ha encontrado 

una correlación con parientes de primer grado: entre el 10% y el 12% de padres de 

pacientes con TOe están afectados por el mismo trastorno, y un 17% informa de rasgos 

obsesivos; estos porcentajes son mucho más elevados que en la población normal. Lo que 

se hereda, parece ser la naturaleza del TOe, no los síntomas específicos; así, una persona 

puede tener compulsiones de lavado, mientras que su padre las tiene de comprobación 

(Cruzado., 1998). 

Estudios en gemelos: Su importancia radica en la identificación de la concordancia 

entre gemelos para enfermedades en las que se sospecha la presencia de una 

etiología genética (mayor en el caso de gemelos monocigóticos, comparado con 

gemelos dicigóticos). Los estudios han encontrado concordancias del 80% al 87% entre 

gemelos monocigóticos. Como en otros trastornos, el mecanismo de transmisión 

subyacenle no ha sido aún aclarado (Bolella el al., 1995) . 

6. TRATAMIENTO 

6.1 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 

El Iralamienlo farmacológico es la piedra angular del Iralamienlo del TOe, esle 

abordaje se basa en el uso de los antidepresivos serotonérgicos o inhibidores de la 

recaptura de serotonina (IRS), cuya eficacia, ha sido reportada entre un 40-60% de los 

pacientes. Entre los IRS se encuentra el antidepresivo triciclico clorimiprami na, y los 

inhibidores seleclivos de la recaplura de serolonina (ISRS), la fluoxelina, fluvoxamina, 

la sertralina, la paroxelina y el cilalopram (Lóyzaga el al., 2000). 



Para los casos refractarios y resistentes o en presencia de comorbil idad, se han 

utilizado, con relativo éxito, combinaciones con diferentes IRS, con benzodiacepinas, o 

bien, con potenciado res como el litio, o antipsicóticos, como la risperidona y el 

haloperidol (Lóyzaga el al., 2000). 

7. INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA RECAPTURA DE SEROTONINA 

7.1 CARACTERrSTICAS y TIPOS 

Los ISRS son igual de eficaces que la clorimipramina pero producen menos efectos 

secundarios y, por lo tanto, mejor tolerancia y mejor apego al tratamiento (Lóyzaga et 

al., 2000). Además la efectividad antiobsesiva de estos medicamentos parece ser 

independiente de su actividad antidepresiva (Dominguez., 1992). 

Los ISRS presentan el mayor número de nuevas prescripciones que el de los 

antidepresivos tricíclicos. Su diversidad estructural les permite amplia disposición y 

diferencia en el metabolismo (DeVane. , 1999). 

Esta clase de medicamentos conocidos como ISRS, comprenden la fluoxetina, la 

sertralina, la paroxetina, la fluvoxamina y el citalopram (figura 1). Aparentan tener 

propiedades farmacodinámicas similares ; sin embargo, estos fármacos son 

diferenciados por sus propiedades farmacocinéticas, estereoqufmica, metabolismo, 

inhibición de enzimas citocrómicas, y participación en la interacción fármaco-fármaco 

(Pigott., 1999, Van Harten. , 1993). 

Los ISRS son considerados seguros para casi todos los pacientes con TOe excepto en 

situaciones inusual es, tales como daño hepático. Necesitan ser usados con precaución 

cuando se combinan con otros medicamentos, como clomipramina, pues estos inhiben 

varias isoenzimas del citocromo P450 que es el centro de metabolismo hepático de 

varios fármacos utilizados comúnmente (Greist el al., 1998). 
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Figura 1. Estructura de los ISAS. El asterisco representa un centro quiral. 

7.2 FLUOXETINA 

Es un ISRS indicado en ellratamienlo de depresión, Trastorno Obsesivo-compulsivo, y 

otros desórdenes. Es casi totalmente absorbida después de su administración vla oral. 

Debido a su carácter lipatilieo, tiene una amplia distribución acumulándose en varios 

tejidos, siendo extensamente metabolizada en el hlgado (Lemberger el al., 1985). 

La fluoxetina es una mezcla racémica de R- fluoxetina y S- fluoxetina, siendo la primera 

más potente con respecto a la inhibición de la recaptura de serotonina. El perfil 



metabólico de la fluoxetina no se ha caracterizado por completo, ni se han identificado 

todos sus productos metabólicos; sin embargo, se ha encontrado que mediante un 

proceso de desmetilación se forma el metabolito principal, la norfluoxetina, la cual 

posteriormente se conjuga con el ácido glucorónico excretándose por vía renal 

(Flament el al., 1997). Estudios en orina muestran que del total de lármaco recuperado, 

un 2.5% corresponde a fluoxetina, un 5.2% a fJuoxetina-glucorónico, un 10% a 

norfluoxetina y un 9.5% a norfluoxetina-glucurónido, mientras que el 72.8% restante no 

ha sido identi fi cado (Margolis el al., 2000). 

La potencia y selectividad en la inhibición de la serotonina por parte de la norfluoxetina, 

parecen ser equivalentes a las del fármaco original, por lo que este metabolito activo 

contribuye significativamente a la actividad biológica de la fl uoxetina y desde el punto 

de vista clínico se debe considerar el comportamiento cinético tanto del medicamento 

como del metabolito (Otero el al., 1996). 

Evidencias bioquímicas indican que en la biotransformación de R y S-fluoxetina a sus 

N-dimetilmetabolitos se involucran al menos las enzimas CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, 

CYP3A4 y CYP3A5 (Jeannine el al., 2000). R-fluoxetina es catalizada principalmente 

por CYP2C9, mientras que la formación de S-norfluoxetina es altamente dependiente 

de CYP2D6 (Scordo el al., 2005). Al mismo tiempo los enantiómeros de fluoxetina y 

norfluoxetina son inhibidos por reacciones de mediación de CYP2D6. La influencia de 

CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 y CYP3A5 en el metabolismo de fluoxetina empieza a ser 

importante durante dosis crónicas, cuando la actividad enzimática de CYP2D6 es 

disminuida por fluoxetina y norfluoxetina. (DeVane., 1999). 

7.3 FLUVOXAMINA 

Es un ISRS indicado en el tratamiento de episodio depresivo mayor y del trastorno 

obsesivo-compulsivo. Se metaboliza ampliamente en el hígado, excretándose por vía 

renal en un 94% de la dosis administrada. principalmente en forma de metabolitos y 

hasta un 4% como fármaco inalterado (Goodman el al., 1996). Fluvoxamina es 

metabolizado principalmente por vía desmetilación oxida ti va, en al menos nueve 

l1@E 



metabolitos, que se excretan por los riñones. Los dos metabolitos principales muestran 

una actividad farmacológica despreciable (Overmars el al. , 1983), y sólo uno de los dos 

muestra una débil actividad in vilro sobre el proceso de recaptación de serotonina, 

sugi riendo que no contribuye al efecto terapéutico de ta fluvoxamina. Aunque estudios 

in vilro muestran que CYP2D6 es la principal isoenzima implicada en el metabolismo de 

fluvoxamina, las concentraciones plasmáticas no son mucho mayores en los individuos 

con el fenotipo de metabolizadores lentos para CYP2D6 que las de los metabolizadores 

rápidos. Fluvoxamina es un potente inhibidor de CYP1 A2 y un inhibidor moderado de 

CYP2C y CYP 3A4, con efectos inhibitorios solamente marginales en CYP 2D6. (De 

Vries el al., 1992). 

7.4 PAROXETINA 

Es un ISRS indicado en et tratamiento de episodio depresivo mayor, trastorno obsesivo 

compulsivo, trastorno de angustia con y sin agorafobia, etc. Se metaboliza 

extensamente por oxidación hepática, fo rmándose un grupo catecol intermedio que 

sufre después un proceso de metilación, produciéndose finalmente glucurónidos y 

sulfatos. Un 64% de la dosis absorbida se excreta por orina y una proporción menor por 

la bilis, como productos de biotransformación. Los rnetaboli tos carecen de actividad 

inhibidora significativa sobre la recaptación de serotonina, por lo que no contribuyen a 

los efectos terapéuticos del propio fármaco (Tulloch el al., 1992). 

El proceso metabólico de la paroxetina es muy complejo por lo que presenta una 

cinética de eliminación no lineal que se ha atribuido frecuentemente a un fenómeno de 

autoinhibición , una expresión que en términos cinéticos implica cambios en la síntesis o 

en la conformación de las enzimas que catalizan la biotransformación del fármaco 

mediante ta autosaturación de CYP2D6 en alguna de sus vías metabólicas (Sindrup el 

al., 1992, Thueraut el al., 2006). 



8. METABOLISMO O BIOTRANSFORMACIÓN DE FÁRMACOS 

8.1 METABOLISMO O BIOTRANSFORMACIÓN 

Es el conjunto de reacciones, globalmente denominadas de biotransformación, en las 

que se modifica de manera más o menos compleja la estructura química de los 

xenobióticos para aumentar su hidrosolubilidad y así facilitar su eliminación 

(Eichelbaum el al .• 1996). El higado contribuye de lorma mayoritaria en la función de 

facil itar la eliminación de los xenobióticos lipófi los; aunque los pulmones, piel , intestino 

y riñón siguen en importancia en cuanto a su capacidad para metabolizar estos 

compuestos (figura 2) (Zanger el al .• 2004). 

(Zimmefman., 2000) 

Figura 2. Principales tejidos de metabolización de xenobióticos. 

El resultado final de la biotransformación de un xenobiótico es la formación de 

metabolitos que por su menor carácter lipofílico son más solubles en agua, lo que las 

hace más fáci lmente eliminables por vía renal o biliar y, por lo general, menos tóxicos, 

es por ello que a estas reacciones se les denomina también reacciones de 

destoxificación (110 el al .• 1998) . 

8.2 XENOBIÓTfCOS 

Sustancias químicas extrañas a la composición del cuerpo humano pero que son 

capaces de ser introducidas. Presentan composición química diversa, algunos son de 

origen natural, y otros de síntesis química. Los xenobióticos de síntesis química 



pueden acceder a nuestro organismo mediante ingestión , inhalación, por vía parenteral 

o a través de la piel. Entre los mismos se incluyen fármacos, cosméticos, aditivos 

alimentarios, pesticidas, productos de uso doméstico, etc. (Ita el al., 1998). 

8.3 FÁRMACO 

Toda sustancia química capas de inducir una reacción o cambio en el funcionamiento 

celular y los tejidos vivos. Los procesos enzimáticos a los que son sometidos los 

fármacos en el organismo se han agrupado en dos fases o etapas (Rodríguez el al., 

2010). 

8.4 REACCtONES DE FASE I 

Conjunto de reacciones de oxidación (hidroxilaciones, N y O·desalquilaciones.), 

reducción o hidrólisis, que tienen la finalidad de introducir en la estructura del fármaco 

un grupo reactivo que lo convierte en un compuesto químicamente más activo. 

Las reacdones de fase I más frecuentes son las oxidaciones, que son catalizadas 

por un sistema enzimático complejo conocido como sistema de oxigenasas de función 

mix1a, cuyo sistema enzimático más importante es el sistema del citocromo P·450(CYP) 

ya que metabolizan un gran número de sustancias endógenas y xenobióticos tales 

como fármacos y componentes del ambiente (Zhou., 2009). Existen quizás unas 100 

diferentes isoenzimas, y las más importantes para el metabolismo de los fármacos en 

humanos son las CYP3A4, CYP2D6 y CYP2C19 (figura 3). Otras oxigenasas son la 

tlavin mono·oxigenasa, diversas oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido 

deshidrogenasa, aminooxidasas, aromatasas), la epóxido hidrolasa o esterasas y 

amidasas hepáticas y plasmáticas. Otras reacciones frecuentes en fase I son 

reducciones y reacciones hidroliticas (Lerer el al., 2002). 

• 



(Adaptado de Tribut el al.. 2(02) 

Figura 3. Principales enzimas metabolizadoras de fármacos en lase 1. 

8.5 REACCIONES DE FASE 11 

Suelen ser reacciones de conjugación, que por regla general, inactivan el fármaco. Se 

llevan a cabo por enzimas como N-acetil transferasa, glutatión, tiopurina metil 

Iransferasa, etc. (figura 4). En términos generales, estas reacciones actúan sobre el 

grupo reactivo introducido en las reacciones de fase 1, uniéndose covalentemente a 

moléculas endógenas de la célula como el ácido glucorónico, glutatión, sulfato o acetilo, 

provocando la disminución de la liposolublidad y favorece por tanto la eliminación vía 

renal o biliar. La mayoria, de las reacciones de conjugación del organismo tienen lugar 

en el hígado (Lerer el al., 2002) . 
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(Adaptado de Evans el a/., 1999) 

Figura 4. Principales enzimas metabolizadoras de fármacos en fase 11. 

9. FARMACOGENÉTICA 

En 1959, Vogel fue el primero en introducir el término farmacogenética definiéndolo 

como el estudio del efeclo de la variabilidad genética de un individuo en la respuesta a 

determinados fármacos (McLeod. , 2001) . El objetivo de la farmacogenélica es 

comprender la forma en que las características genéticas de una persona determina el 

grado de eficacia de un fármaco en su organismo, así como los efectos secundarios 

que con mayor probabilidad aparecen (Ozdemir el al., 2002). En el futuro, los avances 

de la investigación farmacogenética proporcionarán información para guiar a los 

médicos a prescribir el fármaco y la dosis adecuada para cada persona, es decir, la 

"medicina personalizada" (Donnelly., 2008). 

10.FARMACOGEN6MICA 

Con el advenimiento de las tecnologías basadas en el ADN se logró la secuenciación 

completa del genoma humano, y con eUa la Uegada de las ciencias genómicas que 

estudian el genoma como un todo y no enfocándose en genes especificas (Motulsky el 

r@1 



al., 2006). Destaca la medicina genómica, cuya finalidad es predecir la susceptibilidad 

de una persona a diversas enfermedades, a fin de modificar factores como el estilo de 

vida; y dentro de esta surge la farmacogenómica, que estudia en su conjunto a todos 

los genes farmacológicamento relevantes y responsables de la eficacia o toxicidad que 

tiene un fármaco en el individuo a diferentes niveles (Banda et al., 2010). 

11. CITOCROMO P-450 

El citocromo P-450 (CYP-450) es una superfamilia compuesta por 70 famili as que la 

constituyen 100 diferentes enzimas, de las cuales, 14 fami lias se encuentran en 

mamíferos siendo codificadas por aproximadamente 60 genes, pero s610 algunas son 

responsables de la mayor parte del metabolismo de los fármacos de uso común, entre 

las que se encuentra, CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 , CYP3A4, Y 

CYP4A11 (figura 5) (Cascorbi. , 2003). 

El sistema dlacrama P-450 es importante porque está implicado en la activación o 

desactivación de diversos fármacos, siendo el objetivo perseguido por este sistema el 

oxidar las sustancias a productos más solubles que puedan ser fáci lmente eliminados. 

CYP2C19 .,. 

2'" 
CYP2B6 .,. 

C YP2D8 

20% 

CYP2AO .,. CYP1A2 .,. 

(Rores et al. 2002) 

CYP 2E1 
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Figura 5. Porcentaje de familias del citocromo P-450 que metabolizan los fármacos de uso ccrnÚn. 



11.1 EXPRESiÓN DE CYP-450 

Las enzimas del CYP-450 se encuentran presentes en las membranas cito plasmática, 

milocondrial y del reticulo endoplásmico de las células de múlliples lejidos y glándulas 

(hígado, cerebro, riñones, pulmones, intestino, testículos, glándulas adrenales, etc.), 

excepto las células de la sangre y de los músculos esqueléticos; teniendo 

principalmente una alla concenlración en los hepatocilos (Guengerich., 1996). 

11 .2 ESTRUCTURA DE CYP-450 

La estructura del CYP-450 posee un sitio de reconocimiento del oxigeno, el dominio 

hemo y un sitio de unión a sustratos. Las enzimas del sistema citocromo P-450 tienen 

función de monooxigenasas, insertan un átomo de oxigeno atmosférico a sus sustratos 

creando un nuevo grupo funcional (-OH, -NH2, -COOH), para converti rlos en moléculas 

electrofílicas. La estructura funcional se caracteriza por la presencia de o-hélices 

(formas espirales) y hojas ~ (estrucluras planas) (figura 6) (Prior el al. , 2003) . 

En general las enzimas del citocromo P-450 de eucariotas tienen un peso molecular 

que oscila entre 50 y 60 kO. La similitud en la secuencia de aminoácidos entre los 

diferentes P-450 es relativamente baja, llegando a ser menor del 20% en algunos casos 

(Werck-Reichhart el al., 2001 ). 
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Figura 6. EslrUCl:ura cuaternaria de CYP-450. 

11 .3 MECANISMO ENZIMÁTICO DE CYP-450 

La reacción en general, en la que participa el citocromo P-450 es: 

NADPH' + H' + O, + subslralo-H _ _ o NADP' + H,o + melabolito·OH 

Para llevar a cabo dicha reacción se sigue toda una ruta en la que el citocromo P-450 

se encuentra en estado Fe+3 y en estas condiciones se une el substrato (fármaco) , el 

dtocromo es reducido (Fe+3 - Fe+2) gracias al citocromo P450 reductasa que recibe 

sus electrones a partir de NAOPH, es en ese momento cuando el oxígeno molecular 

entra en el centro catalítico de la enzima, se une al grupo hemo, un segundo electrón 

canalizado a través del citocromo b5 permite reduci r parcialmente a la molécula de 

oxígeno unida en el complejo, liberando un átomo de oxígeno para formar con un H+, 

una molécula de H20 , el otro átomo de oxígeno oxida al fármaco que se encuentra en 

el cen tro catalítico de la enzima y finalmente se libera la enzima (figu ra 7) (Liska. , 

1998). 
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NAOPH 

(Adaptado de Santiago el aJ., 2002) 

Agura 7. Ruta metabólica del citoaomo P-450. 

11 .4 NOMENCLATURA DE CYP-450 

La denominación PA50 es debida a que absorben la luz ultravioleta en presencia de 

monóxido de carbono en una longitud de onda de 450 nm. Tomando en cuenta que la 

función sigue a la estructura, las enzimas están agrupadas en familias y subfamilias de 

acuerdo al grado de simi litud en la secuencia de aminoácidos. Las enzimas de una 

misma familia son homólogas en 40% al 55% de la secuencia de aminoácidos y las 

enzimas de la misma subfamilia, en más del 55% (Nelson et al., 1993). CYP es la raíz, 

el primer número arábigo designa a la fami lia, la subfamilia es designada por una letra 

del alfabeto y el último número arábigo designa el gen que codifica para una enzima 

específica (Figura 8) (Galli el al., 2002) . 



CYP = Ral, 

2 = Familia 

D = Subfamilia 

6 = Gen individual 

(Adaptado de Galij el al., 2002) 

Figura 8. NomeodahJfa de las enzimas del ciloaomo P-450. 

11 .5 POLIMORFISMOS GENÉTICOS de CYP·450 

En los genes que codifican para las enzimas CYP-450 se han identificado diversos 

polimorfismos, algunos de ellos se han asociado con la habilidad de las enzimas para 

metabalizar fármacos (reducción , inhibición y duplicación de la actividad enzimática) . 

Dichas variantes alélicas de los CYP-450 se han asociado con diferentes fenotipos de 

acuerdo a la capacidad para metabolizar a los fármacos, definiendo así a los 

melabolizadores ultra rápidos (MU) . extensivos (ME), intermedios (MI) y pobres (MP) 

(figura 9) (Sachse el al .• 1997). 

Cada uno de los fenotipos es definido por el número de alelos no funcionales, de 

función reducida, funcionales y de función incrementada que porta una persona, (Shin 

el al., 2009). Un MU puede presentar un alelo con función normal y un alelo con función 

reducida duplicado o con función normal duplicado, o un alelo con función reducida y un 

alelo con función normal duplicado, provocando así que no se dé efecto terapéutico. 

Un ME puede presentar los dos alelos con función normal, un alelo con función normal 

y uno con función reducida, o los dos lelos con función reducida, por lo que se da un 



efecto terapéutico normal. Un MI puede presentar un alelo con función normal y uno 

con función nula, o un alelo con función nula y otro con función reducida. Un MP 

presenta los dos alelos con función nula, produciendo una enzima sin actividad lo que 

puede llevar a un efecto tóxico y per tanto a la no respuesta al tratamiento (figura 9). 

La frecuencia con la que se presentan los diferentes alelas varía entre poblaciones, por 

lo que los estudios realizados no pueden ser extrapolados de una población a otra. 
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Figura 9. Metabolismo de fármacos según el tipo de metabolizadof. 

12.CYP2D6 
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La enzima CYP2D6, originalmente llamada hidroxilasa de debrisoquina, es un 

polipéptido de 47 aminoácidos que tiene una participación muy importante en el 



metabotismo de fármacos (figura lO) . Los sustratos de CYP2D6 son bases lipofilicas 

con un átomo de nitrógeno y la reacción de hidroxilación se lleva a cabo en el 

aminoácido Asp301 de carga negativa, responsable de la unión del sustrato a dicho 

nitr6geno (Owen ef al., 2004). 

(Aowtand el al, 2(05) 

Figura 10. Estructura molecular de CYP2D6. 

La enzima CYP2D6, interviene en el metabolismo axidativo de aproximadamente 25% 

a 30% de los fármacos más utilizados en la práctica clinica (Preskorn et al. , 2007) . Los 

fármacos metabolizados sustancialmente por CYP206 incluyen a los antidepresivos 

tricielicos (Amitriptilina, clomipramina, imipramina, doxepina, desipramina, nortriptilina) , 

inhibidores selectivos de la recaptaci6n de serotonina (fluoxetina, fluvoxamina, 

paroxetina, sertralina), otros antidepresivos no triciclicos (atomoxetina, maprotilina, 

mianserin, venlafaxina), antipsicóticos (dorpromazina, perfenazina tioridazina, zotepina, 

zuclopentixol, risperidona, haloperidol), opioides (codeína, dihidrocodeina, tramadol) y 

antieméticos (tropisetron , ondansetron, dolasetron, metoclopramida) (Zhou. , 2009). 



La enzima CYP2D6 es codificada por el gen CYP2D6, el cual ha sido mapeado en el 

cromosoma humano 22q13.1 y consta de 9 exones con un marco de lectura de 1491pb 

que codifican para 497 aminoácidos. El gen CYP2D6 consiste en el gen activo y 2 

pseudo-genes inactivos CYP2D7P y CYP2DBP. Hasta la fecha se han reportado 74 

variantes alélicas (Zhou 2009). Entre las variantes alélicas con actividad enzimática 

nula están "3, ·4, "S, ·6, Y *7, las variantes "1, "2, "33, "35 se asocian con una actividad 

enzimática funcional; las variantes "9, *10, "17, *36, *41 se han asociado con una 

actividad enzimática reducida y las variantes alélicas duplicadas "1 xN, "2xN, "35xN, 

son asociadas con una actividad enzimática incrementada (Kirchheiner el al., 2005). 

12.1 CYP2D6"3 

Este polimorfismo está localizado en el exón 5, originado por la "deleción de una 

adenina en la posición 2637, mutación que genera una enzima sin actividad catalítica 

(figura 11 ) (Sachse el al., 1997). Este polimcrfismc puede presentar tres genotipos: 

genotipo "1 1"1 (AlA) forma nativa con actividad normal (Hn), genotipo "11"3 (AI-) 

heterocigoto (Ht), genotipo "31"3 (-1- ) homccigoto mutado (Hm). 

Cromosoma 22q13.1 

A2U7 ... t 

"3 

(Zanger el al. 2004) 

Figura 11. EstruclUra del alelo CYP2D6"3. los 9 exones están representados por cuadros enumerados. 



12.2 CYP2D6"4 

Este pOlimorfismo está localizado en el exón 3, originado por el cambio de una guanina 

por una adenina en la posición 1934, la variante alélica A1934 CYP2D6"4 es una 

mutación que genera una enzima sin actividad catalitica (figura 12) (Sachse et al., 

1997). Este polimorfismo puede presentar tres genotipos: genotipo ' 1/' 1 (G/G) forma 

nativa con acti vidad normal (Hn), genotipo '1 /'4 (G/A) heterocigoto (Ht), genotipo '4/'4 

(NA) homocigoto mutado (Hm). 

Cromosoma 22q13.1 

1934G>A 

(Zanger el al., 2004) 

Figura 12. Estructura del alelo CYP2{)6·4. Los 9 exones están represE!fltados pe!( cuadros enumerados. 

12.3 CYP2D6'10 

Este polimorfismo está originado por el cambio de una citosina por una timina en la 

posición 188, la variante alélica T188 CYP2D6'10 es una mutación que genera una 

enzima con actividad catalitica reducida (tigura 13) (Schur et al., 2001). Este 

polimorfismo puede presentar tres genotipos: genotipo · 11* 1 (C/C) forma nativa con 

actividad normal (Hn), genotipo '1 /' 10 (CfT) heterocigoto (Ht), genotipo '101'10 (TfT) 

homocigoto mutado (Hm). 
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(Zanger el al., 2004) 

Figura 13. Estructura del alelo CYP2D6'1O. Los 9 exones están representados por cuadros enumerados. 

13. CYP2C9 

La enzima CYP2C9 es el más abundante de las isotormas humanas CYP2C (Iigura 14), 

interviene en aproximadamente el 10% del metabolismo de varios grupos importantes 

de fármacos, incluyendo varios anti-inflamatorios (AINES), el antipiléptico fenitoína, el 

anticoagulante S·warfarina, y el antidiabético sulfoni lurea (King el al. , 2004) . 

(Williams el al .. 2000) 

Figura 14. Estructura molecular de CYP2C9. 



La enzima CYP2C9 es codificada por el gen CYP2C9, el cual se encuentra ubicado en 

el brazo largo del cromosoma 10q23.3·24.1, está compuesto por 9 exones, presentando 

hasta 34 variantes alélicas (Joy el al. , 2009), de estas variantes alélicas sólo 

CYP2C9 '2 y CYP2C9'3 presentan mayor frecuencia en las poblaciones que han sido 

estudiadas, y están asociadas con una acti vidad catalítica de CYP2C9 disminuida 

(Miners el al., 1998). 

13.1 CYP2C9'2 

Este polimorfismo está localizado en el exón 3, originado por el cambio de una citosina 

por una timina en la posición 430, la variante alélica T430 CYP2Cg*2.es una mutación 

que produce un cambio del aminoácido 144 (arginina por cisteína), y se encuentra 

relacionado con una disminución en la actividad enzimática de la enzima CYP2C9 

(figura 15) (Nagata el al., 2002). Este polimorfismo puede presentar tres genotipos: 

genotipo '1 /' 1 (CIC) forma nativa con actividad normal (Hn). genotipo '1 /'2 (CfT) 

heterocigoto (Ht), genotipo '2/'2 (TfT) homocigoto mutado (Hm). 

(Zanger el aL, 2004) 

Figura 15. Estructura del alelo C YP2C9 "2. Los 9 exones están representados por cuadros enumerados. 



13.2 CYP2C9'3 

Este pOlimorfismo está localizado en el exón 7, originado por la sustitución de una 

adenina por una citosina en la posición 1075, la variante alélica C1075 CYP2C9'3 

produce el cambio del aminoácido 359 (isoleucina por leucina), originando una 

disminución en la actividad enzimAtica de la enzima CYP2C9 (figura 16) (Takada el al., 

2004). Este polimorfismo puede presentar tres genotipos : genotipo ' 11'1 (NA) forma 

nativa con actividad normal (Hn), genotipo '1 1'3 (NC) heterocigoto (Ht), genotipo '31'3 

(C/C) homocigoto mutado (Hm). 

(Zanger el al. 20(4) 

Figura 16. Estructura del alelo CYP2C9"3. Los 9 exones estan representados por cuadros enumerados. 
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14. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta la fecha no existen datos farmacogenéticos reportados en pacientes TOe 

mexicanos y debido a que un gran porcentaje (40-60%) no responden al tratamiento 

con los inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (fluoxetina, fluvoxamina o 

paroxetina), sería importante tener un predictor de respuesta, y tomando en cuenta que 

uno de los factores que intervienen en la respuesta farmacológica es la variación dentro 

de los genes que codifican para las enzimas del citocromo P-450 las cuales interviene 

en el metabolismo oxidativo de los ISRS, se plantea evaluar si la respuesta al 

tratamiento farmacológico con fluoxetina, fluvoxami na y paroxetina está asociada con 

variantes alélicas de los genes CYP2D6 ('3, '4, 'ID) Y CYP2C9 ('2 y '3) en pacientes 

TOe mexicanos. 
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15, HIPÓTESIS 

Las variantes alélicas de los genes CYP2D6 ( '3, '4, 'lO) Y CYP2C9 ('2, '3) se 

encuentran asociadas con la respuesta terapéutica a fluoxetina, fluvoxamina o 

paroxetina en pacientes TOe mexicanos. 
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16.0BJETIVOS 

16.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar si la respuesta al tratamiento farmacológico con fluoxetlna, fluvoxamina o 

paroxelina, se encuenlra asociada con los polimorfismos CYP2D6'3, CYP2D6'4, 

CYP2D6'10, CYP2C9'2 y CYP2C9 '3 en pacientes mexicanos con TOC del Instituto 

Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente Muñiz. 

16.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar las frecuencias alélicas y genotípicas para CYP2D6'3, CYP2D6'4, 

CYP2D6' 10, CYP2C9'2 y CYP2C9 '3 en pacientes mexicanos con TOC. 

2. Evaluar si existe asociación entre las variantes alélicas de los genes CYP2D6 

('3, '4, '10), Y CYP2C9 ('2, '3) Y la respuesta terapéutica a fluoxetina, 

fluvoxamina o paroxetina. 
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17.DISEÑO METODOLÓGICO 

17.1 TIPO DE INVESTIGACiÓN 

Estudio retrospectivo, longitudinal, observacional, y comparativo. 

17.2 DESCRIPCiÓN DE LA MUESTRA 

Grupo de estudio: Pacientes con TOe de cualquier género que son tratados con 

fluoxetina, paroxetina o fluvoxamina en diferentes dosis. 

Tamaño de la mueslra: 100 pacienles. 

Grupo control: Sujetos sanos de cualquier género a los que se les real izó una 

entrevista psiquiátrica y la aplicación de la escala de tamizaje SCL90 para descartar 

algún trastorno mental. 

Tamaño de grupo conlrol: 100 personas. 

17.3 CRITERIOS DE INCLUSiÓN 

Sujetos con diagnóslico inicial de TOe de acuerdo a los criterios diagnósticos del DSM

IV. 

Pacientes con cualquier tipo de obsesiones y/o compulsiones. 

Pacienles con un rango de edad de 16 a 60 años. 

Pacientes con comorbilidad de trastornos afectivos. 

Pacientes tratados con diferentes dosis de fluoxetina, fluvoxamina o paroxetina. 

Pacientes que firmaron carta de consentimiento informado. 

17.4 CRITERIOS DE EXCLUSiÓN 

Pacientes con coexistencia de síntomas psicóticos. 

Pacientes con coexistencia de trastorno bipolar. 



17.5 MODELO EXPERIMENTAL 

17.5.1 CUANTIFICACiÓN DE DNA 

La cuanti ficación del DNA se realizó mediante espectrofotometría (NanoDrop) ajustando 

todas las muestras a una concentración de 50n g / ~ 1 de DNA. 

17.5.2 VERIFICACiÓN DE INTEGRIDAD DE DNA 

Para verificar la integridad del DNA se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa 

al 1.5%, con 2 ~1 de DNA y 1 ~I de azul de bromofeno!. 

17.5.3IDENTIFICACIÓN DEL POLIMORFISMO CYP2D6'4 

17.5.3.1 REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA 

Para la amplificación del fragmento de 355 pb donde se encuentra el polimorfismo 

G1934A ó CYP2D6'4, se preparó un volumen final de reacción de 12.5 ~I , a las 

concentraciones linales de: amortiguador 1 X, MgCl, 1.5 mM, 200 ~M de cada 

oligonucleólido ¡dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.5 U de enzima Go Taq Flexi, 7.33 ~I de 

H,O de PCR, 50 ng de DNA genómico, 0.24 ~M de cada oligonucleótido, de acuerdo a 

lo descrilo por Schur el al., 2005 (Tabla 2). 

Tabla 2. Oligonude6tidos uti lizados en la determinación de CYP2D6·4. 

La amplificación se realizó en un termociclador GeneAmp PCR Syslem 2400, bajo el 

protocolo descrito en la labia 3. 



Tabla 3. Condiciones de PCA de CYP2D6"4. 

Condición I Tiempo : I Temperatura ( ~ C) 

Desnaturalización S min 9' 
3Ocictos 

Desnaturalización 1 min 94 
Alineamiento 1 min 60 

Elon ación 1:30 min 72 

Extensión fina l 10 min 72 

Se verificó el producto amplificado de 355 pb mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % colocando 3 ~ I de marcador de 100 pb (patrón de referencia) con 2 ~I 

de azul de bromofenol, y 4 ~I de producto amplificado con 3 ~ I de colorante azul de 

bromofenol. Las muestras se corrieron a 90 v durante 1/15 hrs, posteriormente los 

geles fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, y los productos se visualizaron 

mediante su exposición a la luz UV en un transiluminador (Figura 17). 
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lOOpb _ 

1 2 3 4 5 

_ 3SSpb 

Figura 17. Ampiificación de CYP2D6°4. Eleclroloresis en gel de agarosa al I "D. En et carril 1 se observa el 

marcador de peso molecular, escalera de 100 pb yen los carriles 2 a 5 el producto amplificado de 355 pb en cuatro 

pacientes con TOC. 



17.5.3.2 RESTRICCiÓN ENZIMÁTICA DEL PRODUCTO DE PCR 

El amplicón de 355 pb fue sometido a una reacción de restricción enzimática con la 

enzima Mval (reconoce la secuencia 5' -cc WGG-3"). Se preparó un volumen final de 

reacción de 1 O ~I , las concentraciones de los reactivos fueron: 1 U de enzima Mval, 

Amortiguador 1 X, 5 ~I de producto amplificado y 3.9 ~ I de H, O de PCR. La mezcla se 

incubo a 37"C durante toda la noche. Los fragmentos resultantes de la restricción 

fueron analizados en geles de agarosa al 1.5%, utilizando TBE 1 X como amortiguador, 

tomando como patrón de referencia un marcador de peso molecular, escalera de 100 Y 

50 pb. A 1 O ~ I del producto digerido se le agregó 3 ~I de azul de bromofenol para su 

resolución en el gel de electroforesis. Posteriormente los geles fueron teñidos por 10 

min con bromuro de elidia, y los productos se visualizaron mediante su exposición a la 

luz UV en un transi luminador. 

17.5.3.3 GENOTIPfFICACIÓN 

Una vez visualizadas las muestras en el transiluminador, se obtuvo el genotipo de cada 

muestra (Figu ra 18). 
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Figura 1 B. Genotipos CYP2D6'4. Carriles 1 y 5: marcadOf de peso molecular de 100 Y 50 pb respectivamente, Hn: 

homocigoto normal (genotipo GlG 6 '1 r 1 1, Hm: homocigoto mutado (genotipo N A 6 '4r4 ), Ht: heterocigoto (genotipo 

G/A 6 ' tr4). 



17.5.4 IDENTIFICACiÓN DEL POLIMORFISMO CYP2D6'3 

17.5.4.1 REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA 

Para la ampli fi cación del fragmento de 270 pb donde se encuentra el polimorfismo 

A2637 ó CYP2D6'3, se preparó un volumen linal de reacción de 12.5 ~I, a las 

concentraciones linales de: amortiguador 1 X, MgCl, 1.5 mM, 200 ~M de cada 

oligonucleótido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.5 U de enzima Go Taq Flexi, 8.95 ~I de 

H,O de PCR, 50 ng de DNA genómico, 0.16 ~M de cada oligonucleótido, de acuerdo a 

lo descrilo por Schur el al., 2005 (Tabla 4). 

Tabla 4. Oligonude6tidos utilizados en la determinación de la variante alélica CYP2D6'3. 

Ollgonucleótldos Secuencia 

3A S"-GATGAGCTGCTAACTGAGCCC -3" 

3B S"·CCGAGAGCATACTCGGGAC -3' 

La amplificación se realizó en un lermociclador GeneAmp PCR System 2400, bajo el 

protocolo descrito en la tabla 5. 

Tabla S. Condiciones de la peA de la variante até/iea CYP2D6'3. 

Se verificó el producto amplificado de 270 pb mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % colocando 3 ~I de la escalera de 100 pb (patrón de referencia) con 2 ~I 

de azul de bromofenol, y 4 ~I de cada producto amplificado con 3 ~I de colorante azul 

de bromofenol. Las muestras se corrieron a 90 v durante 1/ 15 hrs, posteriormente los 



geles fueron teñidos por 10 min con bromuro de elidio, y los productos se visualizaron 
mediante su exposición a la luz UV en un transiluminador (Figura 19). 

"'" "'-50Qpb -
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Agura 19. Amplificación de CYP2D6"3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el carril 1 se observa el marcador 
de peso molecular, escalera de 100 pb, Y en los carriles 2 a 4 el producto amplificado de 270 pb en tres pacientes 
TOC. 

17.5.4.2 RESTRICCiÓN ENZIMÁTICA DEL PRODUCTO DE PCR 

El amplicón de 270 pb fue sometido a una reacción de restricción enzimática con la 
enzima Mspl (reconoce la secuencia S'-C/CGG-3l Se preparó un volumen final de 
reacción de 10 ~ I ; las concentraciones de los reactivos fueron : 1 U de enzima Msp', 
amortiguador 1 X, 5 ~I de producto amplificado y 3.9 ~I de H,O de PCR. La mezcla se 
incubó a 37' C durante toda la noche. Los fragmentos resultantes de la restricción 
fueron resueltos y analizados en geles de poliacri lamida al 8%, utilizando TBE 1 X como 
amortiguador, tomando como patrón de referencia marcador de peso molecular de 100 
y 50 pb, agregando 1 O ~I del producto digerido con 3 ~ I de azul de bromofenol. 
Posteriormente los geles fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, y los 
productos se visualizaron mediante su exposición a la luz UV en un transi luminador. 



17.5.4.3 GENOTIPIFICACIÓN 

Una vez visualizadas las muestras en el transiluminador, se obtuvo el genotipo 

correspondiente de cada muestra (Figura 20). 
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Figura 20. Genotipos CYP2D6'3. Carriles 1 y 5: escalera de peso molecular de 100 y 50 pb respectivamente, Hn: 

homocigoto normal (genotipo AJA 6 ' 1r 1) , Hm: homocigoto mutado (genotipo '3/'3 6 -1- ), Ht: heterocigoto (genotipo 

N · 6 ' W3). 

17.5.5 IDENTIFICACiÓN DEL POLIMORFISMO CYP2D6' 10 

17.5.5.1 REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA 

Para la amplilicación del fragmento de 433 pb donde se encuentra el polimorfismo 

C188T ó CYP2D6'10, se preparó un volumen final de reacción de 12.5 ~I, a las 

concentraciones finales de: amortiguador 1 X, MgCl, 2 mM, 200 ~M de cada 

oligonucleótido ¡dATP, dCTP, dGTP, dTIP), 1.25 U de enzima Go Taq Flexi, 3.75 ~ I de 

H,O de PCR, 125 ng de DNA genómico, 0.2 ~M de cada oligonucleótido, de acuerdo a 

lo descrito por Sachse el al., 1997 (Tabla 6) . 



Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados en la determinación de la variante alélica CYP2D6"'O. 

Q1igonucleolidos Secuencia 

P11 S'· TCAACACAGCAGGTTCA·3' 

P'2 S' ·CTGTGGTTTCACCCACC·3' 

La ampli ficación se realizó en un termocielador GeneAmp pe R System 2400, bajo el 

protocolo descrito en la tabla 7. 

Tabla 7. Condiciones de PCR de GYP2D6"10. 

Se verificó el producto amplificado de 433 pb mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % colocando 3 ~I de marcador de 100pb (patrón de referencia) con 2 ~I de 

azul de bromofenol, y 4 ~I de producto amplificado con 3 ~ I de colorante azul de 

bromofenol. Las muestras se corrieron a 90 v durante 1/15 hrs, posteriormente los geles 

fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, y los productos se visualizaron 

mediante su exposición a la luz UV en un transiluminador (Figura 21). 
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Figura 21. Amplificación de CYP206·1O. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el carril 1 se observa el 

marcador de peso molecular, escalera de 100 pb, Y en los carriles 2 a 4 el producto amplificado de 433 pb en tres 

pacientes TOC. 

17.5.5.2 RESTRICCiÓN ENZIMÁTICA DEL PRODUCTO DE PCR 

El amplicón de 433 pb fue sometido a una reacción de restricción enzimática con la 

enzima Hphl (reconoce la secuencia S'·GGTGANNNNNNNN ·3'). Se preparó un 

volumen final de reacción de 1 O ~I , las concentraciones de los reactivos fueron: 1 U de 

enzima Hphl, amortiguador 1 X, S ~I de producto amplificado y 3,9 ~I de H,o de peA. La 

mezcla se incubo a 37 11C durante toda la noche. Los fragmentos resultantes de la 

restricción fueron resueltos y anal izados en geles de agarosa al 2.5 %, utilizando l BE 

1 X como amortiguador, tomando como patrón de referencia marcador de peso 

molecular de 100 Y SO pb, agregando 1 O ~I del producto digerido con 3 ~I de azul de 

bromofenol. Posteriormente los geles fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, 

y los productos se visualizaron mediante su exposición a la luz UV en un 

transiluminador. 



17.5.5.3 GENOTIPIFICACIÓN 

Una vez visualizadas las muestras en el transi luminador, se obtuvo el genotipo 

correspondienle de cada muestra (Figura 22). 
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Figura 22. Genotipos CYP206'1O. Carriles 1 y 5: marcador de peso molecular de 100 y 50 pb respectivamente, Hn: 

homocigoto normal (genotipo C/C ó '11"1), Hm: homocigolO mutado (genotipo TIT 6 '1(V',O), Ht: heterocigoto 

(genotipo CIT 6 · trIO). 

17.5.6 IDENTIFICACiÓN DEL POLIMORFISMO CYP2C9'2 

17.5.6.1 REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA 

Para la amplificación del fragmento de 691 pb donde se encuentran el polimorfismo 

C430T ó CYP2C9'2, se preparó un volumen final de reacción de 12.5 ~I , a las 

concentraciones finales de: amortiguador 1 X, MgCl, 2 mM, 200 ~M de cada 

oligonucleótido ¡dATP, dCTP, dGTP, dTIP) , 1.25 U de enzima Go Taq Flexi, 3.35 ~I de 

H,O de PCR, 100 ng de DNA genómico, 0.2 ~M de cada oligonucleótido descrito en la 

Tabla 8. 



Tabla 8, Oligonucleétidos utilizados en la determinación do CYP2C9'2, 

Oligonucleótidos Secuencia 

Oligonucle6lido sentido 5'-TACAAATACAAl GAAAAlAlCAlG -3' 

Oligol1ucleótido antisentido 5' -Cl AACAACCAGACTCAT AA TG -3' 

La amplificación se realizó en un lermociclador GeneAmp peR Syslem 2400, bajo el 

prolocolo descrilo en la labia 9. 

Tabla 9, Condiciones de PCA de la variante alélica CYP2C9'2, 

Condld6n Tiem o Tem eratura ·C 
DesnaturalizaciÓn 5 min ., 

40 ciclos 

Desnaturalización 60 se ., 
Alineamiento 30 se 56.1 

flon ación 30", 72 

Extensión final 7 mln 72 

l>~ 
Se verificó el produclo amplificado de 691 pb medianle eleclroforesis en geles de ~ i 
agarosa al 1 % colocando 3 ~I de marcador de 100pb (palrón de referencia) con 2 ~I de =: ¡= 

<c-> 
azul de bromofenol, y 4 ~I de produclo amplificado con 3 ~I de coloranle azul de O ~ 

::J: ~ 
bromofenol. Las muestras se corrieron a 90 v durante 1/15 hrs, posteriormente los geles Cñ ~ 

-<-
fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, y los productos 

median le su exposición a la luz UV en un Iransi luminador (Figura 23). 
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FIgura 23. Amplificación de CYP2C9 '2. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el carril 1 se observa el marcador 

de peso molecular, escalera de lOO pb, Y en los carriles 2 a 4 el produclo amplificado de 691 pb de Ires pacientes 

Toe. 

17.5.6.2 RESTRICCiÓN ENZIMÁTICA DEL PRODUCTO DE PCR 

El amplicón de 691 pb fue sometido a una reacción de restricción enzimática con la 

enzima Avall (reconoce la secuencia 5··G/GACC·3·). Se preparó un volumen final de 

reacción de 10 1-11, las concentraciones de los reactivos fueron : 1 U de enzima Avall, 

amortiguador 1 X, 5 ~I de producto amplificado y 3.9 ~I de H,O de PCR. La mezcla se 

incubo a 30!lC durante toda la noche. Los fragmentos resultantes de la restricción 

fueron resueltos y analizados en geles de agarosa al 2.5 %, utilizando TBE 1 X como 

amortiguador, tomando como patrón de referencia marcador de peso molecular de 100 

y 50 pb, agregando 1 O ~I del producto digerido con 3 ~I de azul de bromofenol. 

Posteriormente los geles fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, y los 

productos se visualizaron mediante su exposición a la luz UV en un transiluminador. 

17.5.6.3 GENOTIPIFICACIÓN 

Una vez visualizadas las muestras en el transiluminador, se obtuvo el genotipo de cada 

muestra (Figura 24). 
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Figura 24. Genotipos CYP2C9'2. Carrit 1: marcador de peso molecular de 100 pb, Hn: homocigoto normal 

(genotipo C/C 6 '1 r 1), Hm: homocigoto mulado (genotipo l IT 6 ' 2/' 2), Ht: heterocigoto (genotipo CfT 6 '1/"2). 

Las últimas 45 muestras problema fueron analizadas por peR en tiempo real bajo las 

condiciones mencionadas en la tabla 10 Y en la figura 25 se muestra la discriminación 

alélica. 

Tabla 10. Condiciones de PCA en tiempo real de la variante alélica CYP2C9'2. 
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Figura 25. Diagrama pe A eo tiemlXl real. 

17.5.7 IDENTIFICACiÓN DEL POLIMORFISMO CYP2C9'3 

17.5.7.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA. 

Para la amplificación del fragmento de 167 pb donde se encuentran el polimorfismo 

Al075C ó CYP2C9°3. se preparó un volumen final de reacción de 12.5 ~I . a las 

concentraciones linales de: amortiguador 1 X, MgCl, 1.5 mM, 200 ~M de cada 

oligonucleótido (dATP, dCTP, dGTP, dITP), 0.7 U de enzima Go Taq Flexi , 4.28 ~I de 

H,O de PCR, 100 ng de DNA genómico, 0.2 ~M de cada oligonucleótido descrito en la 

Tabla 11. 

Tabla 11. Qligonucleótidos utilizados eo la determinación de C YP2C9°3. 



La amplificación se realizó en un lermociclador GeneAmp PCR Syslem 2400, bajo el 

prolocolo descrilo en la labia 12. 

Tabla 12. Condiciones de PCR de la variante alélica CYP2C9"3. 

Se verificó el producto amplificado de 167 pb mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % colocando 3 ~I de marcador de 100pb (patrón de referencia) con 2 ~I de 

azul de bromofenol , y 4 ~I de producto amplificado con 3 ~I de colorante azul de 

bromofenol. Las muestras se corrieron a 90 v durante 1/15 hrs, posteriormente los geles 

fueron teñidos por 10 min con bromuro de etidio, y los productos se visualizaron 

mediante su exposición a la luz UV en un transiluminador (Figura 26). 

J S .. 5 

Figura 26. Amplificación de CYP2C9·3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el carril 1y 5 se observa el 

marcador de peso molecular, escalera de 100 y 50 pb respectivamente, y en los carriles 2 a 4 el producto 

amplificado de 167 pb de 3 pacientes TOe. 

• 



17.5.7.2 RESTRICCiÓN ENZIMÁTICA DEL PRODUCTO DE PCR 

El amplicón de 691 pb fue sometido a una reacción de restricción enzimática con la 

enzima Nsil (reconoce la secuencia 5'· ATGCAIT-3 '). Se preparó un volumen final de 

reacción de 10 !JI , las concentraciones de los reactivos fueron: 1 U de enzima Nsil, 

amortiguador 1 X, 5 ~I de produclo amplificado y 3.9 ~I de H,O de PCA. La mezcla se 

incubo a 30ºC durante toda la noche. Los fragmentos resultantes de la restricción 

fueron resueltos y analizados en geles de poliacri lamida al 8 %, utilizando TBE 1 X como 

amortiguador, tomando como patrón de referencia marcador de peso molecular, 

escalera de 100 Y 50 pb, agregando 1 O ~ I del producto digerido con 3 ~I de azul de 

bromofenol. Posteriormente los geles fueron teñ idos por 10 min con bromuro de elidia, 

y los productos se visual izaron mediante su exposición a la luz UV en un 

transiluminador. 

17.5.7.3 GENOTIPIFtCACIÓN 

Una vez visualizadas las muestras en el transiluminador, se obtuvo el genotipo de cada 

muestra (Figura 27). 
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Figura 27. Genotipos CYP2C9"3. Carriles 1 y 5: marcador de peso molecular, escalera de 100 y 50 pb 

respectivamente, Hn: homocigoto normal (genotipo AJA 6 '11"1), Hm: homocigoto mutado (genotipo C/C 6 '3/'3) , Ht: 

helerocigolo (genotipo AlC 6 ·lr3). 



17.6 AGRUPACiÓN DE LAS VARIANTES ALÉLlCAS CYP2D6('1, 

y CYP2C9('1, '2, '3). 

'3 '4 'ID) , , 

Para obtener el genotipo final de cada uno de los individuos, una vez genotipificada 

cada variante CYP2D6('1, '3, '4, '10) Y CYP2C9 (' 1, '2, '3), se realizó su agrupación 

según Sachse el al., 1997, y Aynacioglu el al. , 1999 (labia 13), 

Tabla 13. Obtención del genotipo final para CYP2D6 y CYP2C9. 

Variante alélica 

Paciente '3 '. ',. Genotipo final , 
" 1"' " 1"' ',r, ',r, 

2 'I r3 '1/"' ',rl '11'3 

3 ' 3/"3 " 1" ' " 1" ' '3/"3 

e • "1'1 "1"4 "1"1 " 1"4 

Y 5 " 1" 1 ' 4/'4 '11"1 '4/'4 
P 6 'I r l " 1"' ',rl0 "1"10 
2 7 ' IrI 'I rl '10rlO ',orlO 
D 

8 ' 11"3 ',/'4 " 1" 1 '3/"' 
6 9 " 1"3 ',rl "1"10 '3/'10 ,. 'I r l ' IN '1 1"10 ' 41*10 

Variante alélica 

Plele. 
~..'" n:;;:.'''' ~ nnal 

e , ' Irl '11' 1 ' ,r1 
y 2 " /'2 " 1"1 '11"2 

P 3 ' 21'2 '1 1"1 '21'2 

2 • '1 /"1 ', r3 '1r3 

e 5 ', /"1 ' 3/'3 '3/"3 

9 6 '1 1"2 ' 1r3 ' 21'3 

17.7 ANÁLISIS ESTADlsTICO 

El análisis de equilibrio de Hardy Weinberg se realizó mediante el programa estadíslico 

GraphPad Prism 3.02, 

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de X2 con el uso del 

programa estadístico Tadpole versión 2, Caradoc·Davies. 



RESULTADOS 

• 



18. RESULTADOS 

Se analizó un total de 100 muestras de pacientes con TOe, 49% son de género 

masculino, y 51% de género femenino (figura 28), con una edad promedio de atención 

del trastorno de 27 años. Con objeto de comparación , se analizaron 100 sujetos sanos, 

de los cuales 59% (n=59) son de género masculino y 41% (n=41 ) de género femenino. 

Agura 28. Porcentaje de pacientes TOC por gérlero. 

Agrupación de las variantes alélicas CYP2D6' 1, CYP2D6'3, CYP2D6'4 y 

CYP2D6' 10 

Pacientes TOe 

Una vez genotipificadas las variantes alélicas CYP2D6"3, CYP2D6"4 y CYP2D6"10, se 

halló Que la muestra de 100 pacientes TOe no se encuentra en equilibrio de Hardy

Weinberg (X'=69.969, gl =9, P =0.0001) (Tabla 14). 



Tabla 14. Frecuencias genotípicas y análisis del equilibrio de Hardy·Weinberg de CYP2D6 en 100 pacientes TOC. 

1 " ; ,95% "lo 

CYP2D6 Observada "Vd' ~ ; 

ME 
' >rOO 

2 
~ ~ 

""" '0 O 0.001 

' >r' 9 
o.u", .16' 0.160 

' >r3 O O.OOS 
, 

MI ' :VIO 0,010 0.0002 
1 

'<rOO 
3 

0.030 0.0055 

'.N 
3 

0,030 0.009 

MP '~ " O 0-4,44 0.00001 
, 

'~ '. 
O 0,4.44 0.00054 ., ii 1, 91 . 9, P . 0 ,00< 

Controles 

Una vez genotipifieadas tas variantes atélieas CYP2D6'3, CYP2D6'4 y CYP2D6'¡O, se 

halló que la muestra de 100 controles no se encuentra en equilibrio de Hardy

Weinberg (X2 =1 15677,25, gl =9, P =0,0001) (Tabla 15), 

Tabla 15. Frecuencias geoolipicas y allálisis de equilibrio de Hardy-Weinberg de CYP2D6 en 100 controles sanos. 

MI 

MP 



Asociación de la ag rupación de las variantes CYP2D6"3, CYP2D6"4 y CYP2D6"10 

con la respuesta al tratamiento 

Se analizaron los expedientes clínicos de los 100 pacientes TOC. La definición de 

respuesta al ISRS se definió como la disminución del 35% de puntuación de la escala 

de gravedad de Yale-Brown, 10 que permitió clasi ficar a los pacientes en dos grupos: 

respondedores y no respondedores. Los datos se muestran en la tabla 16. 

Tabla 16. Probandos induidos en los grupos de comparación. 

N Frecuencia 

Respondedores (YBDeS· '2: 35%) 67 0.670 

No Respondedores (YBOCS· ~ 35%) 33 0.330 

. Tolal " 100 1 
",' 

" Escala Yale-Brown para el TOe 

No existe diferencia estadísticamente significativa entre el genotipo y la respuesta o no 

respuesta a los ISRS (~=4 .2 9 gl=5 p=O.5102) (Tabla 17). 

Tabla 17. Comparación de pacientes respondedofes y no respondedores a1 lratamiento con fluoxetina. flLNoxamina 

y paroxctina con su asociación al genotipo CYP2D6. 

'1-· ~ . ~~j'-. 'y , ; • J \ 

ft¡:.~~"" ?4, 0-... ~lIW L~ 
ME ' ,rl 54 (0.805) 28 (0.840) 

'Irl0 1 (0.01 4) , (0.030) 

' ,or l 0 " " 

, 

', r3 " " 

' 3/"10 " 1 (0.030) 

'41"10 2 (0.029) 1 (0.030) 

'41". 3 (0.044) · 
' "., . · 

MP 
'".. " · 

>fEII.29 gl=5 p=O.5102 



No existe diferencia estadísticamente signi ficativa entre el tipo de alelo y la respuesta o 

no respuesta a los ISRS (x'=5. 027, gl=3, p=O.1690) (Tabla 18). 

Tabla 18. Frecuencia alélica CYP2D6 entre pacientes respondedores y no respondedorcs al tralamicnto con 

lluoxelina, fluvoxamina y paroxctina. 

Fundon Alelo Respondedores No respondedores 

(n=67, t34 alelos) (n=33, 66 alelos) 

Funcional ' 1 116 (0.865) S9 (0.890) 

'3 o 1 (0.033) 

No funcional 04 15 (0.1 10) 3 (0.045) 

Función reducida '10 3 (0.022) 3 (0.045) 

.:5. 027 1=3 9 P =0.1690 

Análisis por género de ta agrupación de ras variantes CYP2D6'3, CYP2D6'4, y 

CYP2D6' 100 

Grupo TOe 

No existe diferencia estadísticamente significativa del genotipo y fenotipo entre el 

género masculino y femenino (x'=3.93, gl=5, p=O.559) (Tabla 19). 

Tabla 19. Relación entre género de con el genotipo y fenotipo para CYP2D6. 



Grupo control 

No existe diferencia estadísticamente significativa del genotipo y fenotipo entre el 

género masculino y femenino (x"=3.86, g(=5, p=O.570) (Tabla 20). 

Tabla 20. Relación entre género de grupo control con el genotipo y fenotipo. 

Fenotipo Genotipo Género 

M (n 59) F (n=4 1) 

ME ' ,r1 27 (0,460) 25 (0.610) 

',rlO 11 (0.190) 6(0.150) 

'HW'10 - . 
MI ' ,rJ - -

' lr4 6(0.100) 5(0.120) 

'31"10 . . 
' 41"10 '2(0.20) 4 (0.098) 

MP .31"' t (0.017) -
· 31"3 - -
' 41"' 2 (O.O30) 1 (0.024) 

)(1. 3.86. g/~5. p:O.570 

Comparacfón de frecuencias genotípicas y alélicas para CYP2D6 entre pacientes 

TOC y el grupo control . 

Se encontró diferencia estadísticamente significativa con un valor de p=O.0002, al 

comparar el genotipo y fenotipo entre el grupo TOe y el grupo control (tabla 21 ). 



Tabla 21. Comparación de frecuencias genotípicas CYP2D6 entre probandos y controles. 

Fenotipo Genotipo Grupo TOC Controles 

(0:100) (n:100) 

ME ·lrl 82 (0.829 52(0.536) 

*1/*10 2 (0.02) 17 (0.175) 

* 10/* 10 - -

MI *1/*4 9 (0.090) 11 (0. 113) 

*1/*3 - -
*3/*10 1 (0.010) -
*4/*10 3 (0.030) 16 (O. t65) 

MP *4/*4 3 (0.030) 3 (0.049) 

*31*3 - -
*3/*4 - 1 (0.016) , 

x ",29.65, gl= 6, P= 0.0002 

Se encontró diferencia estadísticamente significativa con un valor de p=O.OOOO, al 

comparar el tipo de alelo entre el grupo TOe y el grupo control (tabla 22). 

Tabla 22. Comparación de frecuencias aJélicas CYP2D6 entre probandos y controles. 
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Agrupación de las variantes alélicas CYP2C9'1, CYP2C9'2, y CYP2C9 '3 

Probando s 

Una vez genotipificadas las variantes alélieas CYP2C9'2 y CYP2C9'3, se halló que la 

muestra de 100 pacientes TOe si se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (X' 

=0.574, gl =2, P =0.7504) (Tabla 23). 

Tabla 23. Frecuenciasgenolípicas CYP2C9 en 100 pacientes TOC. 

Fcnollpos Genotipo " Frecuencia Intervalo conllanza Frecuencia esperada 

obsenada 95% por l. ley de Hardy 

- Welnberg 

ME ",r l 0.860 O.7n4·0.9tSO 0.855 
86 

' ,r2 0.130 0.0762-0.2112 0.140 
13 

', r3 · 0-0.0444 · 
"' 

. 
':Ir, , 0.010 0,0001 -0,0599 0,005 

MP '3/'3 · 0-0,0444 · 
-

' :lr3 · 0-0.0444 · 
. 

Equilibrio Hardy-Wembefg. X ",0.574, g ~ 2 , P .. 0.7504 

Asociación de la agrupación de las variantes CYP2C9 1t2, y CYP2C9 >t3 con la 

respuesta al tratamiento 

No se encontró diferencia estad ísticamente significativa entre el genotipo y la respuesta 

o no respuesta a los ISRS ()(' =3.35, gl=2, p=O.188) (Tabla 24) . 



Tabla 24. Comparación de pacienles respondedores y no respondedores al tratamiento con fluoxetina, IILNoxamina 

y paroxetina con su asociación al genotipo CYP2C9. 

Fenollpo Genotipo Pacientes Pllclentu no 

respondedores (n-67) respondedores (n_33) 

ME ' ,r l 60(0.890) 26(0.790) 

MI ·,r2 7(0. ' 00) 6 (0.'80) 

', r 3 - -
' 21"2 - 1 (0.030) 

'31"3 - -
MP 

'21"3 . -
>f ~ 3.35, gl:2 p_O. 188 

No se encontró diferencia estadísticamente significativa entre el tipo de alelo y la 

respuesta o no respuesta a los ISRS (x"~3.03 , g/ ~ l , p~O . 082) (Tabla 25). 

Tabla 25. Frecuencia alélica CYP2C9 entre pacientes respondedores y no respondedores al lratamiento con 

llooxetina, fluvoxamina y paroxetina. 

Función reducida 

• 

Análisis por género de la agrupación de las variantes CYP2C9'2, y CYP2C9'3 

Se encontró diferencia estadístícamente significativa (p=O.022) al comparar el genotípo 

entre el género masculino y femenino (Tabla 26) . 



Tabla 26. Relación entre género de probandos con el genotipo CYP2C9. 

Género 

Genotipo M (0 _49) F (n=51) 

01/0, 46 (0.940) 40 (0.790) 

0,r2 2 (0.040) 11 (0.210) 

°2]' 2 1 (0.020) . 

xl .. 7.61, gl_2, p=O.022 

Comparación de frecuencias genotípicas y alélicas para CYP2C9, de los 

pacientes TOC y los dos grupos utilizados para comparación (población indígena 

mexicana y población mestiza mexicana) 

Se encontró diferencia estadísticamente significativa con un valor de p=O.001, al 

comparar el genotipo y fenotipo entre el grupo TOe y los 2 grupos control (tabla 27). 

Tabla 27. Frecuencias de genotipos CYP2C9°2 y CYP2C9°3en el grupo de pacientes TOe, y dos grupos de 

comparación. 

MP 

Se encontró diferencia estadísticamente signi ficativa con un valor de p=O.OOO, al 

comparar el tipo de alelo entre el grupo TOe y los 2 grupos control (tabla 28) . 



Tabla 28. Frecuencias alélicas CYP2C9'2 y CYP2C9'3en el grupo de pacientes TOe, y dos grupos de 

comparación. 

Función Atelo Probandos Indígena mexicana Mesllza mexicana 

(n;-200 areros) (n",990 ateros) (n=486 areros) 

Funcional " 185 (0.930) 970(0.980) 471(0.970) 

Función reducida '2 15 (0.070) 20(0.020) 15(0.030) 

'3 , - -

17. • P.O.OOO 

Comparación de frecuencias alélicas y genotípicas para CYP2D6 y CYP2C9 de los 

pacientes TOe y los datos reportados en otras poblaciones 

Al comparar las Irecuencias alélicas y genolípicas CYP2D6, del grupo TOC con airas 

poblaciones, se observó mayor frecuencia del alelo '1 y el genolipo '1 1'1 en el grupo 

TOe, que la reportada para población aSiálica, africano americana y amerindia (labias 

29 y 30). 

Al comparar las frecuencias alélicas y genolípicas eYP2C9, del grupo TOe con airas 

poblaciones, se observó mayor frecuencia del alelo '1 en el grupo TOe, es similar a la 

reporlada para población asiálica, afri cana y amerindia (tabla 31). Y la frecuencia del 

genotipo *2r2 es mayor a lo reportado en población indígena mexicana y mestiza 

mexicana (tabla 32). 



Tabla 29, Frecuencias alélicas CYP2D6*1, CYP2D6'2, CYP2D6'3, CYP2D6*4, CYP2D6*10 en diferentes poblaciones. 

Toe 
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Tabla 30. Comparación de frecuencias genotrpicas de CYP2D6 en diferentes poblaciones. 
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Tabla 31 . Frecuencias alélicas CYP2C9'I , CYP2C9'2, CYP2C9'3 en diferentes poblaciones. 

2010 

Tabla 32. Frecuencias genoUpicas CYP2C9 en dilerentes poblaciones. 
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19.DlSCUSIÓN 

El uso de la farmacogenélica es importante para proporcionar información de las 

características genéticas individuales, y así los médicos puedan prescribi r el fármaco y 

la dosis adecuada para cada persona. 

El objetivo de este estudio fue evaluar si la respuesta al tratamiento farmacológico con 

fluoxetina, fluvoxamina o paroxetina, se encontraba asociada con los polimorfismos 

CYP2D6'3, CYP2D6'4, CYP2D6'10, CYP2C9'2 y CYP2C9'3 en pacienles TOe. 

Enconlramos que la frecuencia de los alelo s CYP2D6 ('3, '4, '10) Y CYP2C9 ('2, ' 3) 

del grupo de pacientes respondedores comparada con el grupo de pacientes no 

respondedores es similar. 

Aunque no se encontró asociación entre la respuesta al tratamiento con f1uoxetina, 

Iluvoxamina o paroxetina, y la presencia de los pol imorfismos CYP2D6 ('3, ' 4, ' 10) Y 

CYP2C9 ('2, '3), el presente estudio confirma los hallazgos de no asociación entre la 

respuesta y la presencia de los polimorfismos mencionados en pacientes 

diagnosticados con TOe (Van Nieuwerburgh el al., 2009). 

Sin embargo el análisis de las frecuencias genotípicas y alélicas de los genes CYP2D6 

y CYP2C9, entre el grupo TOe y un grupo control mostró diferencias significativas. 

Diferencia debida a la alta frecuencia del alelo '1 y del genotipo '11' 1 en el grupo TOe 

comparado con el grupo control. De tal manera este hallazgo podría indicar que los 

genes que codifican las enzimas del CYP-450 se encuentran asociados con el 

desarrollo del TOe , sin embargo, este es el primer reporte en la literatura, por lo que 

resulta importante que sean corroboradas en estudios futuros en una muestra de mayor 

tamaño. 

Diversos estudios genéticos han mostrado diferencias por género en el Toe 
(eamarena et al. , 2007, Pema et al. , 2005, Sáiz et al., 2001). En el presente estudio, se 

observó diferencias estadísticamente significati vas por género; el análisis del gen 

CYP2C9 mostró en el grupo TOe una alta frecuencia del genotipo ' 1/'2 en el género 

femenino comparado con el masculino; de tal manera, este dato apoya a los hallazgos 



reportados por varios grupos de investigación que apoyan la hipótesis de la existencia 

de genes asociados al género en el desarrollo de subtipos clinicos del TOe. 

El hecho de que nuestra muestra TOC y control para el análisis de las frecuencias 

genotipicas de los polimorfismos CYP2D6 ("3, "4, "10) no se encontrara en equilibrio 

con Hardy-Weinberg puede estar determinado porque no se realizó un árbol 

genealógico de los sujetos para verificar su origen mexicano. 

Por otro lado, la diferencia entre frecuencias genotipicas y alélicas CYP2D6 y CYP2C9 

en población TOC comparadas con otras poblaciones, se podrían deber tanto al tamaño 

de la muestra , como a que nuestra muestra presenta un trastorno psiquiátrico y las 

comparaciones son con población en general. 

Una limitación del presente estudio fue el tamaño de la muestra de pacientes TOC. Por 

consiguiente, el incremento de la muestra podría mostrar si realmente está excluida la 

asociación entre la respuesta al tratamiento con ISRS y los pOlimorfismos CYP2D6 ("3 , 

"4, "10) Y CYP2C9 ("2, "3). Además, resultará importante analizar otros genes que 

pudieran estar asociados con la respuesta a los ISRS. 

Otra limitación en el estudio es el que no se pudo determinar la duplicación de los 

polimorfismos ("1, "3, "4, "10), que están asociados a un fenotipo de MU que no 

presenta efecto terapéutico. 

Se necesi tan más estudios en diferentes poblaciones, que analicen la asociación entre 

la respuesta a ISRS y los polimorfismos CYP2D6 y CYP2C9 en pacientes TOe. De tal 

manera, que el presente estudio farmacogenético, resulta ser el primer realizado en 

pacientes con TOe. 



CONCLUSIONES 



20. CONCLUSIONES 

1. De la muestra de 100 pacientes TOe, el 33% no respondieron al tratamiento 

farmacológico con fluoxeti na, fluvoxamina o paroxetina. 

CYP2D6 

2. No se encontró asociación entre la respuesta a fluoxetina, fluvoxamina o 

paroxelina, y los polimorfismos ·3, ·4 Y ·10 de CYP2D6. 

3. No se observó que los grupos TOe y control estuvieran en equilibrio de Hardy

Weinberg, en el análisis de las frecuencias genotípicas CYP2D6. 

4. La variante alélica CYP2D6"1 se encuentra con mayor frecuencia en pacientes 

TOe que en población sana, mostrando asociación. 

5. El genotipo *1/*1 se encuentra con mayor frecuencia en los pacientes TOe que 

en el grupo de sujetos sanos. 

6. El genotipo "1 /* 1 se encuentra con mayor frecuencia en pacientes TOe, 

comparado con población amerindia, europea y asiática. 

7. La variante alélica *1 se encuentra con mayor frecuencia en población con TOe 

que en población mestizo-mexicana, africano-americana, y asiática. 

8. La frecuencia del alelo *10 es mucho menor en pacientes TOe, comparando con 

el grupo control y con población amerindia (Mestizo-Mexicanos. México

Americanos), asiálica (Japoneses y Chinos), y africano-americanos. 

9. No existe asociación entre la respuesta y no respuesta al tratamiento con 

fluoxetina, fluvoxamina y paroxetina y variantes del CYP2D6 en pacientes con 

TOC. 

CYP2C9 

10. No se encontró asociación entre la respuesta a fluoxetina, fluvoxamina o 

paroxelina, y los polimorfismos ·2 y ·3 de CYP2C9. 

11. La muestra de TOe, y las muestras tomadas como controles, se encuentran en 

equilibrio de Hardy-Weinberg. 

12. El análisis de las frecuencias genotípicas y alélicas mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo TOe y las poblaciones indígena 

mexicana y mestiza mexicana. 



13.Se observó en los pacientes TOe diferencias por género en relación al genotipo 

'1 1*2, el cual está con mayor frecuencia en el género femenino. 
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22.ANEXOS 

22.1 Anexo I 

CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA EL PACIENTE 

Estudio de asociación de genes candidatos en el trastorno obsesivo 
compulsivo. 

Lo estamos invitando a participar en un estudio de investigación del Instituto 
Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente, el cual requiere de su consentimiento 
voluntario. Lea cuidadosamente la siguiente información y no dude en preguntar todo 
aquello que no entienda claramente. 

Propósito del estudio 

El presente estudio, tiene como objetivo identificar las causas genéticas 
que pudieran estar asociados con el desarrollo de la enfermedad que yo padezco. 

Se me invita a participar en este estudio debido a que durante la valoración psiquiátrica 
se me diagnóstico trastorno obsesivo compulsivo, de tal manera que mi participación 
consistirá en proporcionar una muestra de sangre (5 mi o el equivalente a una 

cucharada) para el análisis genélico. Debido a que la enfermedad que yo padezco es 
heredada, se invitará a mis padres para que también participen, ya que su información 
genética también ayudará en la identificación de las causas esta enfermedad. 

¿ En qué consiste mi participación? 

Mi participación incluye la entrevisla con un psiquialra. Se me aplicarán un lolal 
de 5 cuestionarios que se realizarán en una cita y que ocuparán un tiempo aproximado 
de 2:00 hrs. 

La canlidad total de sangre que se me extraerá para este estudio es de 5 mi , en 
comparación, la cantidad total de sangre que se toma en una donación de sangre para 
la Cruz Roja es de 450 mI. El riesgo por la extracción de sangre es mínimo y en raras 
ocasiones puede relacionarse con la aparición de un moretón, sin embargo, la sangre 
será extrafda por un médico o un técnico experimentado. De la misma forma, todos los 
materiales que se utilicen para la toma de las muestras de sangre son nuevos, estériles 
y serán abiertos en su presencia. 

Las entrevistas y el estudio genético serán sin cargo económico alguno. 

Beneficios 

Mi participación es voluntaria y entiendo que no tendrá ningún beneficio directo para mí. 
ya que el estudio es solo ge investigación y únicamente aportará conocimientos con 



respecto a las causas genéticas que pudieran estar asociadas con la enfermedad que 
yo padezco. 

Confidencialidad 

Los datos obtenidos a partir de estas entrevistas son confidenciales. Se me 
asignará un código numérico a mi expediente y muestra de sangre, por lo que mi 
nombre no aparecerá en ninguno de los reportes o artículos científicos que se elaboren 
con la información obtenida. 

La muestra de sangre será utilizada para la obtención del ADN, en el cual se llevará a 
cabo el estudio genético. La muestra será almacenada a 40C en el departamento de 
genética bajo el resguardo de la M. en C. Beatriz Camarena. En caso de que en algún 
momento decidiera no seguir participando en el estudio, la muestra será destruida. 

Puedo rehusarme a participar o suspender mi participación en el estudio 
en cualquier momento sin que esto tenga consecuencias en mi cuidado médico dentro 
de esta Institución. En caso de que no deseé participar en este estudio, no se me 
negará el cuidado médico que yo requiera. De la misma manera, mi muestra de sangre 
será destruida en el momento en que decidiera no seguir participando en el estudio. 

He leído la hoja de información y entiendo de qué se trata el estudio. He hablado 
directamente con el responsable del estudio y ha contestado todas mis preguntas en 
términos que he podido entender. Entiendo que puedo hacer cualquier pregunta en 
cualquier etapa del estudio. Basado en esta información, acepto voluntariamente 
participar en este estudio. Entiendo que puedo suspender mi participación en cualquier 
momento sin que esto tenga consecuencias en mi cuidado médico. Mi identidad no será 
revelada en ninguna referencia del estudio o sus resultados. Además, recibí una copia 
de este documento. 

Nombre y Firma del Paciente Fecha 

Nombre y Firma del Testigo 1 Fecha 

Nombre y firma del T esligo 2 Fecha 



Nombre y lirma del Invesligador Fecha 

Su muestra será utilizada para crear un banco de ONA, es decir su muestra será 
almacenada por tiempo indefinido para futuros estudios genéticos que por sus 
características técnicas aún no están disponibles en nuestro laboratorio. En el caso de 
que no acepte que su muestra sea empleada en futuros estudios, ésta será destruida 
una vez que se termine con los análisis de esta investigación. 

SI USTED ACEPTA QUE SU MUESTRA DE SANGRE SEA EMPLEADA PARA 
FUTUROS ESTUDIOS GENÉTICOS, MANTENIENDO LA CONFIDENCIALIDAD Y 
ANONIMATO POR FAVOR FIRME EN EL SIGUIENTE ESPACIO. 

Nombre: ________________ Firma: ______ _ 



22.2 Anexo 11 

Esca la de Severidad de sintomas obsesivo-compulsivos de Vale
Brown 

Lista de síntomas blanco 

1. Obsesiones 

1) Compulsiones 

2) Evitación 
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·-Los reactivos marcados con los asteriscos no cuentan para la calificación 
total. 



Escala de Severidad de síntomas obsesivo-compulsivos de Yale
Brown 
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;!5. Tanar QI.H contrCi3r WUOCll38\'3C:EO! lo qulJ llago. 

!&. TKlsr (1f UIbcH JKil3 tOO13f dScI&Jooea. 

EJ. TBnar miedo dIiI VfSJ;1r en tren, ORWlKJs o 8l1KBrrtnaoa. 

.t8. TiKler dmcdt3dee pGra rasplC3l' blECL 

,tS. AbcpS8 di trio o CIs Cllor. 

50 Taoer qw eYl r 3C!R3IJII& a 31gunos Il9JI'9B o &áJ'Ofl:I:1c:IH ponfJit me -_. 
51 . .santlr que milite qoiKb en lILmCo.. 

52. Hom:I\PJOOO 00 aIgI.N porto CIIlI CU6!pO. 

53. Tinar un nudo en L1 p¡p:1tJ. 

54. PalI9r ba &8paranmB &D &1 ruturo.. 

ss. Otncl.lt:al:Je. p:n concanú3f11l9 en .., que estoy h3ctiOOo. 

S"-.sanftr 00JG(bd" GJbUId3d" en parta.a Di mi cuerpo. 

R .onflrmo rruy ....... oeot .. agItaOOt. 

58 •• anIIr mil bramo Y pi ...... rooy poa3C1oa 

59. Pena3r ~ n» eata¡ por 1IMXfI. 

SO. CCI'IW CIIrnaIaOo.. 

C1. Sanbm:. Inccmooof.J aDDdo mi rdran o h:IbIIn c» nL 

C2. TIOII'" adHI. panaIIfI'IIntoI ~ no eon 101 "*--... --..... goI_._.~ 
C4. DeopO<Iarmo muy ~ por la """ .... 8In necookl3ll 

os. RapotIrrmenao ___ llagO: contar . ......... tocar couo • 

... """'* con ~""1 ..... 1nI .. 

el. NICle" romper o CiIItrozar coeaa. 
ca. T ...... _ panaIIfI'IIntoI..-1Oo _ no_ 
"'. allrmuy pe<1IkUdO lo_loo _ ~ _ dO mi. 

• 
j .-

" ,,8 
~ ~ " " IH ;;: 



7G. Si:1 ~ 11lM Inc::.mc:dDt-a &O I ~ OOfld3 fl..3"j mlJCf1J ~n3. 

71. SS!ll ~ lr que tooo ros ctlE6Í3 IDJcM aantErZO. 

72. 16ner GtaqUli9 00 mlJ[j¡o ml6® o d!i p:lnlco. 

73. S.:rnllllla 11\31 a estoy corrJEindo o bsbl¡¡ndo &.n: p(llJllco. 

74. M3t3fJOOft1V/aeguldo &n dlactnlon6a. 

75. ~&rm3 ~ M oaC)la ruando estoy G:Ofola. 

71i. sWír que loa d:m19 no ro,; V:3IOl3n COOXl mnl.OO. 

77. S&n!.Il1D3 .aotClll 3Iln aabOOJ con gsoh:. 

7ft Estt InqU'latda;; no poo::tr aa.M él":n~[JC¡'3 8In RlO'iam:e. 

1~. s'ilduma llIlt.1lnOfjl. 

St). S.9I1f1r qua 13190 11\3'0 me ... 3 a paaar • 

./11. Grtiar o- b r C083a 

al. MlllOOa d98mJyam&6"D medlo'OO 13 gente. 

a3. S9I1bf que 811' 3J!fOWCIm de mt si 10500]0. 

a4. Po9M3t C0888 aotn el lOO <pJ9 m& rmlaBbn. 

8 .. s ..... que _ ... C38 1J3d<"3 JIO'!da poc:>joB. 

as. Tan" lrmgoneB y ~ quo ... dan m~ 

87 . .senbr que aIgD lDb mal en rrI alilpO. 

88. senllrms aJe)300/3 dO laS __ 38. 

ISo. sanfJrms CUlpabl!l. 

so. p~ queenmcabw hJy'3ltp que no t.w1d0llJ ~Il. 

~ i~ 1 I § 
z ;i 


