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RESUMEN

Las enzimas metabolizadoras de farmacos pertenecientes a la familia del citocromo P450
han sido ampliamente estudiadas en sujetos de diversas etnias, en nuestros dias
contamos con informacion muy limitada relacionada con cyp2d6 en poblaciones mestizo
mexicanas. La enzima CYP2D6 se encarga de metabolizar cerca del 25% de los farmacos
que se consumen habitualmente, dentro de los cuales encontramos a los antipsicéticos.
Los polimorfismos genéticos de CYP2D6 juegan un papel muy importante en la
variabilidad interindividual e interetnia en lo que a la respuesta a los farmacos se refiere.
De igual forma la informacion farmacogenética en poblacion hispana es muy limitada,
incluyendo a los mexicanos y mas aun para grupos de pacientes esquizofrénicos. El
proposito de este estudio fue identificar la presencia de una de las variantes alélicas *4
y/o *10 de cyp2d6 y la presencia del alelo corto (s) y/o largo (l) del polimorfismo 5-HTTLPT
del gen scl6ad en pacientes con esquizofrenia y correlacionar la informacion con la
respuesta terapéutica al tratamiento con un antipsicético. En este estudio se tipificaron 92
muestras de pacientes con esquizofrenias por PCR para identificar los polimorfismos corto
(s) y largo (l) de promotor del transportador de serotonina SLC6A4 y *4 y 10 del gen
cyp2d6 mediante PCR-RFLP. Los resultados obtenidos muestran una frecuencia del 12.90%
para la mutante *4 y 14.20% para la mutante *10, resultados muy similares a los
encontrados en individuos sanos tipificados previamente (1), mientras que las frecuencias
identificadas para el alelo corto (s) y largo (I) para el promotor del transportador de
serotonina (slc6ad) son de 45.70% y 53.30 % respectivamente. En conclusiéon no existen
una diferencia significativa entre el grupo de pacientes con esquizofrenia y los grupos
control (1, 2) constituidos por individuos sanos y previamente tipificados, de igual forma,
no existe correlacion entre la presencia de cyp2d6*4, cyp2d6*10 y/o el alelo corto (s) o
largo (I) de slcbad con respecto a la respuesta terapéutica al tratamiento con

antipsicoticos.



INTRODUCCION

1. La Esquizofrenia.

La esquizofrenia es un trastorno fundamental de la personalidad, una distorsion del
pensamiento, en otras palabras, es una enfermedad mental compleja y heterogénea con

sintomas variables en cada uno de los pacientes. (3)

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Mental (NIMH) la esquizofrenia es una
enfermedad del cerebro crénica, grave e incapacitante, que afecta al hombre y a la mujer
en la misma proporcion. Esta enfermedad tiende a producirse en una edad mas temprana
en el hombre, entre los 16 y 24 afios, mientras que en la mujer generalmente se produce

entre los 20 y 34 anos. (4)

Seguin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) esta enfermedad mental afecta a 1 de
cada 1000 personas de la poblacién adulta. Aunque la prevalencia de la esquizofrenia es
relativamente baja, su manifestacion en edades tempranas y su naturaleza crénica hacen

que, hoy en dia, se considere una de las enfermedades mentales mas severas. (5)

Algunos datos relevantes son:

o Afecta a 24 millones de personas en el mundo.

o Esundesorden mental tratable, y el tratamiento se vuelve mas efectivo si se inicia
en etapas tempranas de la enfermedad.

e« Mas del 50% de las personas con esquizofrenia no reciben el tratamiento
adecuado.

e 90% de las personas sin tratamiento de esta enfermedad viven en ciudades en

desarrollo.



1.1 Consecuencias de la esquizofrenia

El prondstico heterogéneo de le esquizofrenia ha sido demostrado en varios estudios y
sugieren que, sélo el 20% de los pacientes experimentan un Gnico episodio, siendo lo

habitual que los pacientes requieran soporte y cuidado a largo plazo, durante toda la vida

[5).

La esquizofrenia, y las psicosis en general, afectan desfavorablemente la calidad de vida
en varios aspectos, como son la habilidad de los pacientes para iniciar y mantener
relaciones personales, conseguir un trabajo remunerado y realizar actividades normales
de la vida diaria incluyendo el cuidado personal. No sélo son los pacientes los que padecen
las consecuencias de esta enfermedad, sino también sus familiares que sufren sus cargas a

nivel econdmico, emocional y social (5).

Aunque la esquizofrenia es considerada como una enfermedad no mortal, existe el doble
de riesgo de morir joven, comparado con la poblacion general. Particularmente, el suicidio
es un tema preocupante, ya que se estima que el 10% de los pacientes lo cometen (12
veces mayor riesgo que el de la poblacion general). La esquizofrenia también aumenta el
riesgo de comorbilidad debido a enfermedades fisicas y al consumo de sustancias de

abuso (5).
1.2 Diagnostico

La necesidad de poder diagnosticar la esquizofrenia con exactitud, impulsa la elaboracion
de criterios especificos para diagnosticar esta enfermedad. El hecho de que no exista un
marcador bioldgico para la esquizofrenia hace que el diagnéstico de esta enfermedad se
base en el examen del estado mental, normalmente a través de la entrevista clinica, y en

la observacién del comportamiento de los pacientes.



Existen diferentes herramientas que pueden auxilian en el establecimiento del diagndstico
dentro de la esquizofrenia, siendo los manuales de diagndstico mas utilizados en la
actualidad el DSM-1V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition) y
el ICD-10 (International Statistical Classification of Disseases and Related Health Problems,
10th Revision) (6, 7). Segun los criterios diagnosticos del DSM-IV-TR, la esquizofrenia
consiste en la persistencia de una serie de signos y sintomas caracteristicos durante 6
meses o durante un tiempo menor si se ha tratado satisfacteriamente (3). Es importante
obtener una historia meticulosa del paciente y realizar una exploracion fisica para
descartar psicosis por causas médicas conocidas. Debido a la sintomatologia similar entre
la esquizofrenia y otros trastornos mentales, a veces los criterios diagnosticos de estas
patologias se sobreponen. Entre dichas enfermedades se encuentran los trastornos del
estado del animo con sintomas psicéticos, trastornos de la personalidad, trastorno de
despersonalizacién, trastorno de angustia, trastorno psicético agudo, trastorno

esquizoafectivo, trastorno esquizotipico y otros mas (3).



1.3 Epidemiologia.

1.3.1 Incidencia y prevalencia.

Seglin la OMS, la incidencia anual de la esquizofrenia se situa en el 0.22 por cada 1,000
personas, mientras que la prevalencia de esta enfermedad es cerca del 1%. La prevalencia
es relativamente elevada si se compara con su incidencia debido a su caracter cronico (3,

8).

Aunque la esquizofrenia es un trastorno que puede comenzar a cualquier edad, entre el
20y el 40% de los pacientes experimentan los primeros signos psicoticos antes de los 20

afios y la proporcion de hombres y de mujeres que desarrollan esquizofrenia es el mismo

(8).

La incidencia y la prevalencia de la esquizofrenia se mantienen estables entre los
diferentes paises y culturas. Sin embargo, se ha observado una mayor recuperacion de los
sintomas y un menor deterioro social en las zonas rurales, lo que puede ser atribuible a

factores psicosociales (9).

En México se estimado que existen entre 500 - 700 mil pacientes esquizofrénicos. Su
atenciéon no puede llevarse a cabo por un solo sector de la sociedad, por lo es
indispensable la participacion concertada y decidida de instituciones y organismos
publicos sociales y privados para brindar atencion a la salud integral de esta poblacion

(10).

1.3.2 Mortalidad y comorbilidad.

La mayoria de los estudios concluyen que el paciente con esquizofrenia tiene una morbi-
mortalidad mas alta que la poblacion en general, quiza por inatencion médica, al aumento
de abuso de sustancias, principalmente tabaco y alcohol, que condiciona padecimientos
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cardiovasculares,  cerebrovasculares, oncoldgicos, hepaticos, gastrointestinales,

neumoldgicos y a enfermedades sistémicas como la Diabetes mellitus. (10)

Los resultados de varios estudios epidemiolégicos muestran un exceso de mortalidad
entre los pacientes con esquizofrenia, con una media que es de 2 a 4 veces mayor a la de
la poblacion general, correspondiendo a una reduccion alrededor de un 20% de la

expectativa de vida (3, 9).

La causa de muerte mas comun entre los pacientes esquizofrénicos es el suicidio (11).
En México se estima que el 25 % de los pacientes esquizofrénicos tienen intentos de
suicidio y el 10 % lo consuma. Otras de las principales causas de muerte son accidentes,
lesiones traumaticas y enfermedades médicas entre las que destécan enfermedades

cardiovasculares, respiratorias e infecciosas (3).

El consumo de sustancias de abuso constituye el problema de comorbilidad mas
frecuente entre los pacientes con esquizofrenia. El consumo de alcohol en estos
pacientes se presenta en aproximadamente el 30% de los casos, y el abuso de drogas
en alrededor del 25% de los casos. La prevalencia de fumadores en los pacientes con
esquizofrenia se estima que es del 80%, que es de dos a tres veces mayor que la de la
poblacién general (5). En México, mas de la tercera parte de los pacientes con
esquizofrenia consumen alcohol, se reporta que un 20% consume marihuana, mientras

que un 10 al 15% consume cocaina, y el 50% son fumadores (10).
1.4 Manifestaciones clinicas.

Las manifestaciones clinicas de la esquizofrenia engloban un amplio espectro de
alteraciones de la percepcion, el pensamiento, las emociones, la motivacion y la actividad

motora.



1.5 Sintomas de la esquizofrenia.

Ningin sintoma es patognomonico de la esquizofrenia. Este trastorno se caracteriza por
una gran variabilidad y heterogeneidad en sus sintomas, incluso para el mismo paciente, a
lo largo de la vida (3). En los afios ochenta se clasificaron los sintomas mas caracteristicos

de la esquizofrenia en dos grandes grupos:

1.5.1 Sintomas positivos:

« Alucinaciones. Son percepciones experimentales sin que llegue ningun estimulo
externo alos sentidos, cuya calidad es similar a una percepcion real.

o Ideas delirantes. Son creencias falsas, sostenidas firmemente como reales.

1.5.2 Sintomas negativos:

Alogia. Se caracteriza por una disminucion del lenguaje espontaneo, un lenguaje

vacio de contenido o de contenido limitado.

o Aplanamiento afectivo. Es una reduccion en la intensidad de las expresiones y de
las respuestas emocionales.

« Anhedonia. Que es la incapacidad de experimentar placer.

o Abulia. Es la pérdida de la capacidad de iniciar conductas dirigidas a objetivos y
acabarlas.

o Deterioro de atencion. Se pone de manifiesto con la incapacidad de concentrarse o

de centrarse en una tarea o una pregunta.



1.6 Clasificacion de la esquizofrenia.

Se han definido varios subtipos de esquizofrenia basandose en los sintomas

predominantes (3, 12):

« Tipo paranoide: se caracteriza por una preocupaciéon por una o mas ideas
delirantes y/o por la presencia de frecuentes alucinaciones auditivas, y en la que
no suelen ser muy marcados el comportamiento o lenguaje desorganizado, el
comportamiento cataténico y un afecto aplanado o inapropiado.

e Tipo desorganizado: como su nombre indica se caracteriza por una
desorganizacién en el lenguaje y en el comportamiento y por una afectividad
aplanada o inapropiada. .

« Tipo catatonico: en este subtipo los pacientes presentan un trastorno psicomotor
evidente, con rigidez y disminucion marcada de la actividad motora, aunque en
algunos casos puede haber episodios de hiperactividad.

o Tipo indiferenciado: en este subtipo se incluyen los pacientes que cumplen
criterios de esquizofrenia sin cumplir criterios para su inclusion en los subtipos

paranoide, desorganizado o catatonico.
2. Evolucion y prondstico.

El desarrollo de la esquizofrenia es poco predecible, mientras que unas personas sufren un
solo episodio psicdtico y se recuperan, otras tienen muchos episodios de psicosis en el
transcurso de su vida, pero entre dichos periodos llevan una vida normal. Otras personas
sufren de esquizofrenia “crénica”, la que se manifiesta en forma continua o recurrente,
aunque en general la esquizofrenia se considera como un trastorno cronico que comienza
en la adolescencia tardia y presenta un mal pronéstico a largo plazo (12). El inicio de la
primera crisis puede ser de abrupta o de manera gradual, en donde el individuo pude

presentar algunas manifestaciones prodromicas que puede variar desde semanas a varios
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afios, como alteraciones del suefio, ansiedad, irritabilidad, depresion, falta de

concentracion o fatiga (3).

Aproximadamente, entre el 20 y el 30% de las personas solo sufren un episodio a lo largo
de su vida, sin embargo, la mayoria sufren varias crisis a lo largo de sus vidas y entre un
10-15% permanecen severamente incapacitados por la enfermedad debido a un estado

psicotico cronico (3).

Segun la OMS, los predictores mas sélidos en la esquizofrenia son:.

1. Elaislamiento Social

2. Una duracion larga del episodio psicético.

3. Antecedentes de tratamiento psiquiatrico previo.

4. La solteria.

5. Historial de problemas de comportamiento en la infancia.



3. Etiologia de la esquizofrenia.

La esquizofrenia es una enfermedad comun, severa y discapacitante. El riesgo de padecer
la enfermedad durante la vida de una persona es de aproximadamente un 1% a nivel
mundial (13). Los estudios epidemiolégicos han identificado una serie de factores de
riesgo en el desarrollo de esta enfermedad. Entre ellos se pueden mencionar
complicaciones obstétricas y perinatales, atrasos en el desarrollo psicomotor, exposicion a
virus, nacimiento durante el invierno, bajo coeficiente intelectual, ciertas caracteristicas
de la personalidad y el uso de drogas ilicitas. La heredabilidad de la enfermedad se ha

calculado en aproximadamente el 80% (14).

El riesgo a desarrollar esquizofrenia estd directamente asociado al grado de parentesco o
de carga bioldgica compartida (13), esto es, los familiares de primer grado de un paciente
esquizofrénico presentan un mayor riesgo de sufrir un trastorno del espectro
esquizofrénico con respecto a la poblaciéon en general y que los familiares de segundo
grado. A la par, es mayor el riesgo para los gemelos monocigéticos que para los

dicigéticos. (15).

Actualmente se acepta que la esquizofrenia es el resultado de una combinacion de
alteraciones en varios genes, posiblemente cada uno de ellos con un efecto menor, que
actlan junto a procesos epigenéticos y factores ambientales, durante el desarrollo del

sistema nervioso (14, 16).
3.1 Factores de riesgo genético.

En estudios de familias con hermanos en adopcién y gemelos, se demuestra que el riesgo
de padecer esquizofrenia en los parientes se correlaciona con el numero de genes
compartidos y con el grado de parentesco, por lo que se dice que la vulnerabilidad para la

esquizofrenia estd claramente relacionada con factores genéticos. Comparado con el
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riesgo de padecer esquizofrenia a lo largo de la vida enla poblacion general (1%), para los
familiares de primer grado de un paciente con esquizofrenia es de aproximadamente un
10% y de un 3% en los de segundo grado. Entre los gemelos, la concordancia de
esquizofrenia es de un 17% en los gemelos dicigotos y cerca del 50% para los gemelos

monocigotos (9, 12). Se estima que la heredabilidad de la enfermedad es de un 81% (17).

Familiar con esquizofrenia Riesgo de padecer la enfermedad
Gemelo monocigético 48%
Gemelo dicigético 18%
Ambos padres 35%
Un padre 12%
Hermano 12%
Tios o primos 4%
Poblacion general 1%

Jones P. Cannon M. The new epidemiology of schizophrenia. The Psychiatric Clinics of North Am. 1998, 21: 1-25.

Tabla 1. Riesgo de padecer esquizofrenia y parentesco.

3.2 Factores de riesgo ambientales.

Los factores de riesgo genético representan un punto importante en la etiologia de esta
enfermedad, el hecho de que los gemelos monocigotos no presenten una concordancia
del 100% nos indica que los genes ejercen un papel de susceptibilidad mas no son

determinantes de dicha enfermedad.

Se ha observado que los eventos que afectan al desarrollo fetal cono la hipoxia,
infecciones viricas durante el embarazo, diabetes materna y el estrés materno durante el
embarazo pueden estar relacionados a la vulnerabilidad genética y es posible que
provoquen por ellos mismos susceptibilidad a la esquizofrenia. También el dafio cerebral

infantil es relacionado con el riesgo de desarrollar esquizofrenia. (8).
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Otros factores que se han asociado al riesgo de padecer esquizofrenia son la clase social,
el estrés, el consumo de sustancias de abuso, crecer en un medio urbano, la inmigracion,

sufrir infecciones viricas y el nacimiento durante los meses de invierno (8).

Situacion biol6gico-ambiental Riesgo
Preclampsia 9%
Trauma obstétrico 7%
Incompatibilidad Rh o grupo 3%
Desnutricidn (2do. Trimestre) 2%
Infeccidn viral materna (2do trimestre) 2%

Jones P. Cannon M. The new epidemiology of schizophrenia. The Psychiatric Clinics of North Am. 1998, 21: 1-25.

Tabla 2. Factores de riesgo bioldgico ambiental y esquizofrenia.

3.3 Hipoétesis moleculares de la esquizofrenia.

La etiologia molecular de la esquizofrenia alin no es clara. Durante muchos afios la
explicacion mas aceptada se basaba en la hipdtesis dopaminérgica, y actualmente
continta siendo la teoria neuroquimica la predominante, aunque en afios recientes ha
tomado gran importancia el sistema glutaminérgico y el serotoninérgico. Ademas de estas
teorias, se han desarrollado otras basandas en el mecanismo de accion de farmacos vy
otros principios activos que producen sintomas parecidos a los cuadros psicéticos, y en la

interaccion de los APs con los receptores.

3.3.1 Hipétesis dopaminérgica.

La teoria dopaminérgica sugiere que los sintomas de la esquizofrenia se deben
principalmente a una hiperactividad del sistema dopaminérgico (12). Esta hipotesis fue
respaldada inicialmente por la observacién en la eficacia de los farmacos antipsicoticos
(APs) para tratar la esquizofrenia, se correlacionaba, con su capacidad para bloquear los

receptores de la dopamina D2 (17). Posteriormente, fue reforzada por los estudios
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indirectos en sistemas dopaminérgicos, como las anfetaminas (sustancias que aumentan
la liberacién de dopamina), que pueden inducir psicosis en sujetos sanos y provocar
sintomas psicoticos en esquizofrénicos a dosis muy bajas. Por lo tanto, segun la teoria
dopaminérgica de la esquizofrenia existe una desregulacion en la funcion dopaminérgica,
que lleva a una hiperestimulacién de los receptores D2 y a una hiperactividad

dopaminérgica (18).

Estudios recientes ha permitido reformular esta hipdtesis segun la cual en los sintomas
negativos y cognitivos de la esquizofrenia podria estar implicado un déficit de la
transmision dopaminérgica a través de los receptores D1 en la corteza prefrontal. La
hipétesis dopaminérgica propone que existe un desequilibrio asociado a un déficit en la
corteza prefrontal de la funcion dopaminérgica implicando a los receptores D1
(favoreciendo a los sintomas negativos y cognitivos de la enfermedad). Por el contrario, en
la zona subcortical se daria un exceso de la funcion dopaminérgica implicando a los

receptores D2 favoreciendo a la aparicion de los estados psicoticos. (18)

3.3.2 Hipotesis glutaminérgica.

La sugerencia de que el glutamato puede estar involucrado con la esquizofrenia ha sido
propuesta por estudios realizados con la fenciclidina y la ketamina, potentes antagonistas
competitivos del receptor del glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), que producen
sintomas psicéticos y negativos en individuos sanos y empeoran los sintomas psicoticos,
negativos y cognitivos en pacientes esquizofrénicos. Se ha sugerido que la hipofuncion de
este receptor estd relacionada con la enfermedad (17, 18, 19). Otros estudios han
propuesto la disminucién de la actividad de los receptores glutaminérgicos localizados en
la corteza prefrontal, en el hipocampo y el tdlamo, en pacientes esquizofrénicos lo cual se
constata en estudios post-mortem de cerebros de pacientes esquizofrénicos, en los que se

han encontrado indices anormales de glutamato (18).
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3.3.3 Hipdtesis serotoninérgica.

Existen estudios en donde se propone que la serotonina (5-HTT) podria estar implicada
con la esquizofrenia, debido a observaciones del uso del LSD (dietliamida del acido
lisérgico), que es un alucindgeno, un psicotomimético y un agonista del receptor de la 5-
HT (20). Esta hipétesis también prosperd por el hallazgo de que el antipsicético clozapina,
y después otros APs atipicos, presentan afinidades relativamente elevadas por los

receptores de la serotonina (21).

En estudios post-mortem con pacientes esquizofrénicos no medicados se ha observado
una alteraciéon en el nimero de receptores de la serotonina en el cerebro presentando
una menor expresion del receptor 5-HT2A y una mayor presencia de los receptores 5-

HT1A en la corteza frontal (21).

4. Genética y farmacogenética de la esquizofrenia y de los EPS.

La esquizofrenia es una enfermedad multifactorial con una marcada base genética. Esta
enfermedad poligénica presenta un modelo de heredabilidad complejo no mendeliano, en
donde varios genes de susceptibilidad con efectos moderados se involucran en su

patogénesis (21).

Gran parte de los estudios genéticos de enfermedades psiquidtricas, relacionados con la
etiologia de la enfermedad, asi como con la respuesta al tratamiento con farmacos, se han
centrado en genes funcionales seleccionados a partir de evidencias neurofarmacolégicas.
En el caso de la esquizofrenia, los genes que se han recibido una mayor atencion son
aquellos involucrados en la neurotransmision dopaminérgica y serotoninérgica, incluyen
los que codifican para sus receptores, los involucrados en su almacenamiento, sintesis,

transporte, degradacion, asi como los que participan en el metabolismo de los farmacos
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APs. Otros sistemas que también se han estudiado han sido el glutaminérgico, el

GABAérgico y genes de la neuromodulacion y del neurodesarrollo (21, 22).

5. Tratamiento.

Dado que las causas de la esquizofrenia aun se desconocen, el tratamiento de esta
enfermedad se centra en la eliminacion de sus sintomas. La terapia de la esquizofrenia

tiene tres componentes principales:

a) la medicacién con farmacos antipsicoticos (APs) para aliviar y prevenir los
sintomas.

b) intervenciones psicosociales para ayudar a los pacientes y a los familiares a hacer
frente a la enfermedad y sus complicaciones.

c) la rehabilitacién para ayudar a los pacientes a su reintegracion en la comunidad y

a recuperar su funcionamiento ocupacional.

En el tratamiento se utilizan otros farmacos junto con los antipsicéticos de la
esquizofrenia. Algunos ejemplos son las benzodiazepinas, farmacos beta-bloquedores
como el propranolol, el carbonato de litio, la carbamazepina, el valproato sodico vy los
antidepresivos. La terapia electroconvulsiva (TEC) se puede utilizar para el tratamiento de
algunos sindromes especificos como la catatonia y para pacientes que no responden a los

farmacos antipsicoticos (12).
6. Antipsicoticos., Aspectos histéricos y clasificacion.

El tratamiento de la esquizofrenia se ha realizado desde 1952 con antipsicéticos como la
clorpormazina. La actividad terapéutica de este farmaco en pacientes esquizofrénicos se
descubrié en 1947, gracias a las observaciones del cirujano francés Laborit, quien utilizd
varias sustancias, incluyendo la prometazina, por su capacidad de aliviar los signos de

estrés, encontrando que dicho farmaco tenia un efecto tranquilizante en pacientes
14



sometidos a cirugia, y que este era distinto de la sedacion (12). Posteriormente, se
llevaron a cabo estudios con la finalidad de obtener sustancias con una mayor eficacia, se
obtuvo la clorpromazina, cuyo efecto antipsicético fue demostrado por Delay y Deniker en
1953, quienes observaron que controlaba los sintomas de los pacientes psicoticos sin
sedarlos excesivamente. Ademds del efecto tranquilizante de la clorpromazina, el
tratamiento con este farmaco producia efectos secundarios motores parecidos a los que
presentan los enfermos de parkinson. Al descubrimiento de la clorpromazina como
farmaco con actividad antipsicoética, siguid el desarrollo de nuevas sustancias entre las que

destacé el haloperidol, por su extenso uso (23).

El término antipsicético (AP) fue usado hasta el afio 1963, con base en las investigaciones
realizadas por Carlsson sobre el efecto clinico de la clorpromazina y el haloperidol. El
descubrimiento de la clozapina en la década de los setenta marcé una nueva era en el
esquema de tratamiento de la esquizofrenia y dio origen a un nuevo grupo de farmacos
que se conocen con el nombre de APs atipicos. Estos nuevos farmacos se desarrollaron en
respuesta a los problemas existentes con los APs clasicos, como la falta de eficacia en
algunos pacientes, la poca mejoria de los sintomas negativos e importantes efectos
secundarios, incluyendo los efectos extrapiramidales (EPS) (23). La clozapina era un
farmaco atipico en el sentido que no causaba efectos extrapiramidales en los pacientes o

catalepsia en los animales y no producia elevacion de la hormona prolactina.

No obstante, la utilizacion de la clozapina quedd limitada debido a los serios efectos
secundarios que provocaba, como la agranulocitosis (24). Por lo que, en los afios noventa,
se a cabo la sintesis de nuevos APs atipicos, imitando el perfil farmacodindmico de la

clozapina y evitando sus efectos adversos (24).

En términos generales podemos mencionar que los farmacos APs actiian mejorando o

suprimiendo el sindrome esquizofrénico, especialmente los sintomas positivos y
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reduciendo el riesgo de recaidas mientras se mantenga el tratamiento. Cuando dicha
medicacion es interrumpida, incluso tras varios afios de terapia efectiva, el riesgo de
recaida aumenta entre el 60 al 70%. (11, 25). Los farmacos APs tipicos, como la
clorpromazina y el haloperidol, varian en su potencia, en sus propiedades farmacologicas
y en su capacidad de inducir efectos adversos, pero presentan una eficacia similar en el
tratamiento de los sintomas psicéticos de la esquizofrenia y en prevenir su recurrencia. No
obstante, aproximadamente el 30% de los pacientes con sintomas psicoticos agudos,
presentan poca o ninguna respuesta a los APs tipicos, mas del 60% presentan una

respuesta parcial a la medicacion y aproximadamente el 20% pueden sufrir recaidas (17).

6.1 Efectos secundarios de los antipsicéticos.

Desde su introduccion en la practica clinica, el tratamiento con los farmacos APs se ha
asociado con efectos secundarios que han llevado a problemas como el abandono al
tratamiento y el rechazo social. El primer agente que se sintetizd, la clorpromazina, actua
sobre varios receptores colinérgicos y monoaminérgicos dando lugar a una variedad de
efectos secundarios como sequedad de boca, problemas de motilidad intestinal, urinarios,
sedacion y complicaciones cardiovasculares. Al demostrarse que estos agentes efectuaban
su respuesta antipsicotica por el bloqueo de los receptores D2, las investigaciones se
dirigieron a desarrollar antagonistas selectivos de los receptores D2, como el haloperidol.
Sin embargo, el aumento de la potencia hacia los receptores D2 propicio un aumento del
riesgo de desarrollar trastornos del movimiento llamados efectos extrapiramidales

(extrapyramidal symptoms, EPS) (24).

6.2 Sintomas extrapiramidales (EPS).

Los efectos extrapiramidales (EPS) se sitian entre los efectos secundarios mas frecuentes

experimentados con los APs convencionales.
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Estos consisten en alteraciones del movimiento y se pueden clasificar en EPS agudos y
sindromes tardios. Los EPS agudos consisten en tres sindromes diferentes: el
parkinsonismo, la acatisia y la distonia, siendo efectos con una aparicion relativamente
aguda (entre las primeras semanas del inicio de la terapia y nunca después de los dos
meses) y reversibles con la aplicacién de una serie de medidas. Todos estos tipos de
trastornos se pueden manifestar aislados o en forma de sindrome mixto. Los sintomas
tardios incluyen la distonia y la discinesia tardia (TD), normalmente son de cardcter
irreversible y con una apariciéon posterior a los 3 a 6 meses del inicio del tratamiento,
aunque lo més frecuente es que aparezcan tras 1-2 afios. Mas del 90% de los pacientes
tratados con APs tipicos desarrollan EPS agudos y cerca del 20% desarrollan TD, lo que
supone una prevalencia cuatro veces mayor a la prevalencia de la discinesia espontanea

en individuos no tratados (26).

EPS Senales
El sindrome parkinsoniano presenta una gran similitud con los sintomas de la
Parkinsonismo: enfermedad de Parkinson idiopatica clasica: disminucion de la expresion facial

(cara de mascara), rigidez, enlentecimiento de los movimientos (bradicinesia),
sialorrea (flujo exagerado de saliva), temblor y alteracion de los reflejos
posturales

la acatisia es un efecto secundario que puede incluir signos objetivos de
Je—— hiperactividad motora como incapacidad de permanecer sentado quieto o
S balancearse adelante y atrds, y una sensacion subjetiva de inquietud, ansiedad y
necesidad de moverse (13). La aparicion de estos efectos suele ser al cabo de
pocas horas o dias de iniciar el tratamiento, aunque también se pueden dar

después de una prolongada exposicion (acatisia tardia).
Las reacciones distonicas agudas se encuentran entre las reacciones adversas
mas molestas e incapacitantes que pueden aparecer en el tratamiento con APs.
Ay i Estas se caracterizan por la presencia de espasmos musculares prolongados que
L e causan movimientos repetitivos o sostenidos de caracter torsional y que
provocan la aparicion de posturas anémalas (13). La tension muscular
incontrolada, tipicamente conlleva espasmos del cuello, la espalda, la lengua o
los musculos que controlan el movimiento lateral de los ojos, aunque también

pueden tener una afectacion axial o incluso generalizada.

Tabla 3. Efectos extrapiramidales en el tratamiento farmacolégico con antipsicéticos.
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6.3 Sindromes tardios:

Los sindromes tardios incluyen la discinesia y la distonia tardia. La discinesia tardia
consiste en movimientos o posturas anormales e involuntarias de determinadas zonas
musculares de tipo coreico y suelen afectar fundamentalmente la musculatura craneal en
forma de movimientos bucolinguomasticatorios. En el caso de la distonia tardia, los
movimientos son sostenidos y suelen afectar la musculatura cervicocraneal, aunque

también pueden afectar tronco y extremidades (28).

6.4 Consecuencias de los EPS.

Las alteraciones del movimiento inducidos por el tratamiento AP, como los EPS
iatrogénicos, son un importante problema para los pacientes, debido a que ademas de la
incapacidad fisica por las alteraciones del movimiento, esta sintomatologia también da
lugar a un rechazo social, supone un obsticulo para la rehabilitacion y genera pocas
perspectivas en la busqueda de empleo, reduciendo asi |z calidad de vida. Ademas, la
presencia de los EPS puede llevar a tratamientos fallidos ya que esta sintomatologia
conlleva un abandono al tratamiento con recaidas, reingresos, o bien largas
hospitalizaciones, que desde el punto de vista econémico supondran un mayor gasto
sanitario. Se estima que el 42% de los pacientes abandonan el tratamiento dentro de los
dos afios de su inicio. En el caso de los EPS se ha dado una subestimacion de la influencia
de estos efectos adversos en el abandono al tratamiento con APs; en un estudio se puso
de manifiesto que el 37% de los pacientes abandono el tratamiento por los efectos

indeseables de los APs (26).

Un problema afiadido a la aparicion de los EPS es que estcs efectos adversos a menudo
conllevan la medicacion con otros farmacos que pueden provocar interacciones
farmacoldgicas. Ciertos grupos de pacientes, como los ancianos, los adolescentes y

pacientes con dafios neurolégicos como los que presentan demencia o cualquier forma de
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parkinsonismo, presentan un riesgo mas elevado a este tipo de efectos secundarios. Se ha
encontrado que = 50% de los pacientes ancianos tratados con APs tipicos experimentan
EPS, y que la incidencia de estos efectos secundarios esta relacionada con el niumero de
afos de exposicion. Los enfermos con enfermedad de Parkinson son la poblacion de

mayor riesgo de desarrollar EPS (26).
7. Mecanismos de accion de los antipsicoticos

La busqueda de los factores que contribuyen a la actividad antipsicética atipica ha sido y
es, un tema complejo ya que con la excepcion del amilsulpiride, estos farmacos muestran
efectos en multiples receptores ademas de sus efectos sobre los receptores D2. Esta
heterogeneidad en el perfil farmacoldgico de los APs atipicos ha llevado a pensar que no
existe un unico factor que contribuya a las caracteristicas atipicas de los APs, lo que ha
conducido al desarrollo de diversas teorias para poder explicar el caracter atipico de los

APs. (26)
7.1 Union a los receptores de dopamina D2.

El bloqueo de las vias dopaminérgicas es actualmente una de las principales teorias del
mecanismo de accion de estos farmacos. Se ha demostrado que los APs, tanto los tipicos
como los atipicos, muestran afinidades por el receptor D2 y la magnitud de esta afinidad
in vitro es el mejor predictor de la respuesta en una situacion clinica (24). Los estudios
funcionales han demostrado la importancia de la ocupacion de estos receptores para
predecir la respuesta de los APs, sugiriendo la existencia de una ventana terapéutica para
la mayoria de los APs. El nivel 6ptimo para una respuesta farmacologica requiere un
bloqueo del 60-65%, sin embargo cuando la ocupacion es mayor al 80% el tratamiento
farmacoldgico se asocia con un aumento de la incidencia de los EPS (17). Ademas, aunque
la clozapina (AP atipico por excelencia) presenta ocupaciones elevadas del receptor

serotoninérgico 5-HT2, su eficacia solo se presenta con niveles plasmaticos del receptor
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D2 del 50-60% (23). Esta teoria, intenta explicar el hecho de que se encuentren no
respondedores al tratamiento, a pesar de una ocupacion adecuada de los receptores D2.
En pacientes que llevan tiempo medicandose por un tiempo prolongado con APs se puede
inducir una “sobre-regulacién” o hipersensibilidad de los receptores D2, haciendo que se
necesiten un aumento en las dosis para producir el mismo efecto en la transmision

dopaminérgica en los pacientes cronicos (17).

Posteriormente se demostré que algunos pacientes que respondian bien al tratamiento
antipsicotico mostraban bajos niveles de blogueo D2, lo cual indica que el blogueo de los
receptores D2 y la eficacia clinica observada no siempre siguen una relacion lineal. Se ha
demostrado que, aunque todos los APs con una eficacia clinica poseen cierto grado de
antagonismo por los receptores D2, la mayor parte de ellos tienen afinidad por distintos
receptores de otros sistemas de neurotransmisién por lo que es probable que también
haya otros sistemas implicados en el efecto terapéutico de los farmacos antipsicoticos

(23).

7.2 Teoria del antagonismo serotonina-dopamina:

Una propiedad de todos los APs atipicos es su elevado cociente de afinidad 5-HT2A/D2.
Seglin la teoria del antagonismo serotonina-dopamina, esta caracteristica proporciona a
los APs atipicos tanto su proteccion frente a los EPS como su superioridad en los sintomas
negativos. La localizacion de los receptores 5-HT2A es principalmente en la corteza
prefrontal y se ha observado que una estimulacion de estos receptores actua como freno
de la transmision dopaminérgica en esta zona, por lo que el uso de un farmaco que los
antagonice, facilitard la transmision dopaminérgica mejorando los sintomas negativos y
evitando la aparicion de EPS (29). También ha sido observado un efecto sinérgico en el
antagonismo de los receptores D2 y 5-HT2A que produce un aumento de la funcion

dopaminérgica prefrontal, efecto que no se observa cuando se administran antagonistas
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selectivos para estos receptores. Se ha propuesto la participacion de los receptores 5-

HT1A, debido a un bloqueo de este efecto sinérgico con antagonistas 5-HT1A (18).
7.3 Antipsicéticos y el sistema glutaminérgico:

Las observaciones experimentales de que algunos de los APs atipicos, pero no los tipicos,
antagonizan los efectos de la hipofuncion del receptor del glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA), similares a los que se presentan en la esquizofrenia, han hecho pensar que uno
de los mecanismos terapéuticos de accion de los APs atipicos es contrarrestar los efectos
de la hipofuncién de los receptores NMDA. Aunque no se conoce el mecanismo por el que
se median estos efectos, se ha sugerido que la N-desmetilclozapina (el metabolito activo
de la clozapina), potencia Ia. funcion de los receptores NMDA mediada por su agonismo a

los receptores muscarinicos M1 (17).
8. Metabolismo de los antipsicéticos.

El objetivo principal del metabolismo de los farmacos es facilitar su inactivacion y su
eliminacion del organismo, aunque el metabolismo también puede resultar en la
formacion de metabolitos activos que tienen propiedades farmacolégicas similares a las

del compuesto inicial o con acciones bioldgicas diferentes.

El higado es el principal 6rgano en donde se llevan a cabo las reacciones metabdlicas de
los farmacos, aunque también se pueden dar en otros tejidos como el rifién, el cerebro, la
piel, la sangre, los pulmones y la mucosa gastrointestinal. La mayoria de los farmacos son
transformados mediante reacciones denominadas de fase | y de fase Il. Las reacciones de
la fase | normalmente se dan por oxidacion, reduccion o hidrélisis y tienen la finalidad de
convertir a la molécula del farmaco en un metabolito mas reactivo y adecuado para los
procesos de la fase Il. Las reacciones de la fase Il consisten en la inactivacion del farmaco a

través de reacciones de conjugacién con sustancias enddgenas como el dcido glucuronico,
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aminoacidos, acidos grasos, el glutation, grupos metilo, sulfato o acetato, facilitando asi su

excrecion (30).

Las reacciones de oxidacion son las mas importantes dentro de las reacciones de la fase Iy
estan mediadas por una superfamilia de monooxigenasas que contiene un grupo hemo
denominada sistema citocromo P450 (CYPs). Se han identificado aproximadamente 107
genes CYPs humanos: 59 activos y cerca de 48 pseudogenes, que se agrupan en 18
familias y 42 subfamilias. La nomenclatura de esta superfamilia se basa en nombrar a los
citocromos P450 con las letras CYP seguido por un nimero que indica la familia génica,
una letra que indica la subfamilié y un numero para el gen. Los CYPs, con una homologia
de secuencia igual o superior al 40%, se clasifican en la misma familia, y los que comparten
una homologia de secuencia del 55% o mayor se clasifican en la misma subfamilia. Para
tener el mismo nimero de gen, los genes deben tener la misma funcion y exhibir una

elevada conservacion (30). Los CYPs humanos se pueden dividir en tres grupos principales:

1) Los que pertenecen a las familias CYP 1-3, son responsables del 70-80% del
metabolismo de los farmacos utilizados en la clinica, tienen menos afinidad para
sus sustratos, son conservados en la evolucion y exhiben polimorfismos genéticos;

2) Los de la familia 4 participan en el metabolismo de los acidos grasos y sustratos
relacionados y en el metabolismo de algunos xenobidticos;

3) Los que pertenecen a las familias restantes son importantes para el metabolismo
de sustancias endogenas, tienen una elevada afinidad para los sustratos y

presentan relativamente una elevada conservacion durante la evolucion.

Los CYPs varian en su abundancia en el higado. No obstante, los citocromos CYP2CS,
CYP2D6 y CYP3A4 realizan del 60-70% de la biotransformacion metabdlica de la fase | de
los farmacos. Como se puede observar en la Figura 1, no hay una relacion entre la

cantidad hepética de enzimas metabdlicos y su importancia en el metabolismo de los
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farmacos. Por ejemplo, el citocromo CYP2D6 es una de las enzimas metabdlicas mas
importantes en el metabolismo de los farmacos y es una de los menos abundantes en el

higado (31).

Importancia relativa de P450s en el Cantidades relativas de P450s
metabolismo de farmacos. en higado
CYP2E1 CYP1A2

S

CYP2D6

YP2D6

Shimada T et al. J Pharmacol Exp Ther 1994;270(1):414.

Fig. 1. Representacion de porcentajes relativos de las diferentes enzimas de la familia del

citocromo P450 en higado, asi como su participacion en el metabolismo de los farmacos.

8.1 Variabilidad en el metabolismo de los APs.

La elevada variabilidad interindividual en la biotransformacion de los APs, da lugar a
concentraciones plasmaticas muy diferentes durante el tratamiento a dosis fijas. Esta
variabilidad se puede atribuir parcialmente a factores genéticos, medioambientales y
patofisiologicos que influencian en la farmacocinética y en la farmacodinamia de los

farmacos. (32).

La asociacién entre la respuesta clinica a la terapia con APs y los polimorfismos que
afectan a la capacidad metabdlica se ha demostrado en diversos estudios (32, 33, 34). A

partir de dos estudios realizados en los afios setenta, en lo que se utilizé6 como farmaco la
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debrisoquina y la esparteina, se determind los pacientes se podian clasificar en dos grupos
en base a su habilidad para metabolizar estos farmacos; los grupos se denominaron
metabolizadores pobres (PM) y metabolizadores extensivos (EM) de la debrisoquina
hidroxilasa. Posteriores se demostro que las bases moleculares de esta variabilidad se
podian explicar por polimorfismos localizados en el gen que codificaba la isoforma CYP2D6

(33).

Estudios tanto prospectivos como retrospectivos, sugieren que los pacientes con una
capacidad metabdlica disminuida determinada genéticamente, pueden alcanzar
concentraciones plasmaticas de los APs muy elevadas, que se pueden asociar con los
subsiguientes efectos adversos. Particularmente, en el caso del CYP2D6, se ha relacionado
el fenotipo PM con un exceso de sedacion, hipotension postural, efectos autondmicos y
EPS, asi como con hospitalizaciones mas largas y tratamientos mas costosos por el mayor

riesgo de presentar efectos adversos. (34)

La inhibicidon y la induccion de los CYPs son la causa de las interacciones farmacologicas
mas comunes y una de las causas de la variabilidad en la respuesta a los farmacos. La
administracion de varios farmacos puede llevar a la manifestacion de efectos adversos o a
modificaciones en su eficacia, debido a que un farmaco (o sus metabolitos) puede ser un
sustrato, un inhibidor o un inductor del mismo CYP que lo metaboliza o puede alterar la
actividad de un CYP especifico sin ser su sustrato. Por ejemplo, los APs perferacina,
clorpromazina y haloperidol y los antidepresivos triciclicos inhiben mutuamente su
metabolismo, al igual que entre la clozapina y los inhibidores de la recaptacion de la
serotonina (SSRIs). La mayoria de los CYPs son inducibles con la excepcion del citocromo

CYP2D6 (30).

Los CYPs localizados en el cerebro, el érgano blanco de estos farmacos, también pueden

jugar un papel importante en las concentraciones locales de los APs, a pesar de que los
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niveles de los CYPs en el cerebro sean bajos comparados con los del higado. Esto se debe a
que los CYPs se pueden encontrar en mayores concentraciones en regiones especificas

que en el cerebro (35).
9. Definicion de farmacogenética y farmacogenémica

Muchos pacientes muestran una variabilidad interindividual en relacion a la respuesta a
farmacos y su toxicidad. Una proporcion considerable de pacientes no responde a ciertos
farmacos (antagonistas B adrenérgicos, inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina, P agonistas y los antidepresivos triciclicos) administrados a dosis
convencionales, responde parcialmente a ellos o presenta reacciones adversas. La
concentracion plasmatica de tales drogas puede variar hasfa 600 veces en individuos del

mismo peso y que toman la misma dosis (36).

Esta variacion puede ser de origen genético, fisiologico, fisiopatoldgico o ambiental, pero
la absorcion, distribucién y metabolismo de los farmacos, asi como sus interacciones con
sus blancos pueden ser determinadas por diferencias genéticas. En general se calculan
que los factores genéticos tienen una participacion de 15-30% en las diferencias
interindividuales de la respuesta y metabolismo de los farmacos, pero para algunos
medicamentos su participacion en la variabilidad de la disposicién y efectos de los

farmacos es hasta del 95% (37).

Primero se demostré la relaciéon entre las reacciones adversas de los farmacos y las
variaciones determinadas genéticamente y fue hasta 1959, que Vogel introdujo el término
“Farmacogenética” para este nuevo campo de investigacion. La farmacogenética se define
como el estudio de las variaciones genéticas que causan una variabilidad en la respuesta a
los farmacos. Los estudios de farmacogenética se basan en la investigacion de genes
candidatos seleccionados por estar involucrados bioldgicamente en la cinética o por su

relacion con la accién farmacolégica. De hecho, las variaciones genéticas se pueden dividir
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en aquellas que afectan a los procesos farmacocinéticos y aquellas que afectan a los
procesos farmacodinamicos. El objetivo final de esta disciplina es identificar individuos de
riesgo para un efecto adverso o individuos con probabilidad de resistencia al tratamiento

{38, 39).

En la esquizofrenia, se han realizado varias investigaciones para identificar factores
genéticos que pueden influir en la respuesta y los efectos adversos del tratamiento con
farmacos APs. A nivel farmacocinético, se han estudiado polimorfismos en varios enzimas
metabolizadores de farmacos como los citocromos CYP2C9, CYP2C19 y CYP2D6. A nivel
farmacodinamico, los receptores de la dopamina y de la serotonina son los que se han

estudiado mas extensamente.

Un polimorfismo genético se define como la coexistencia de multiples alelos en un mismo
locus, con una frecuencia mayor o igual al 1% entre la poblacién. El tipo mas comun de
variacién genética, representando aproximadamente un 90% del total de variaciones en el
genoma humano, es el denominado polimorfismo de un unico nucledtido (SNP: Single
Nucleotide Polymorphism), en donde la secuencia de DNA entre los individuos difiere por
una Unica base. Se ha estimado una frecuencia de 1 SNP por cada 1.250 pares de bases

que corresponde a un total de 2.5 millones de SNPs entre dos individuos.

Otros tipos de polimorfismos genéticos resultan de la insercion o de la delecion de una
base o de una seccién de DNA. El tipo mas comun de estos polimorfismos de
insercion/delecidon son repeticiones de un numero variable de bases o de patrones de
nucledtidos en una region genética. Los patrones de bases repetidas pueden ir desde 16 a
cerca de 100 pb, conocido como “minisatélites o VNTRs (variable number of tandem
repeat) a los mas comunes “microsatélites” que consisten en 2, 3 o 4 nucledtidos
repetidos en un numero variable de veces. Los microsatélites a menudo se refieren como

“short tandem repeats” (STRs). Otro tipo de polimorfismo de insercion/delecién incluye la
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presencia o la ausencia de segmentos Alu en una localizacion genética. Estos segmentos
consisten en dos secuencias de una longitud aproximadamente de 120 - 150 pb separadas

por un segmento rico en la base adenina.
10. El citocromo CYP2D6.

Las enzimas citocromos P450 son hemoproteinas localizadas en la membrana del reticulo
endoplasmico de los hepatocitos y otras células corporales, dentro de su estructura
general poseen un sitio de reconocimiento del oxigeno, el dominio hemo y un sitio de
unién a sustratos. Las enzimas del sistema citocromo P450 tienen funcion de
monoxigenasas, insertan un dtomo de oxigeno atmosférico a sus sustratos creando un
nuevo grupo funcional (-OH, -NH2, -COOH), para convertirlos en moléculas e'IectrofiIicas.
La estructura tridimensional se caracteriza por la presencia de hélices a 'y hojas B (30). La
superfamilia génica citocromo P450 comprende 70 familias constituidas por 100 enzimas
que se han encontrado en bacterias, plantas, lavaduras, insectos y vertebrados, de las
cuales 14 familias se encuentran en mamiferos con aproximadamente 60 genes, pero solo
un subgrupo es responsable del metabolismo de la mayoria de los farmacos como son:

CYP1A2, 2A6, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y CYP4A11 (42).

Las enzimas CYP1A2, 2D6, 2C9, 2C19 y CYP3A4 participan en el metabolismo de los
antidepresivos y se estima que hasta 25% de farmacos de uso clinico incluyendo los
antidepresivos, son metabolizados por CYP2D6. Los antidepresivos triciclicos son sustratos
de CYP2D6 para su hidroxilacién e inactivacién, mientras que los antidepresivos de la clase
ISRS principalmente paroxetina y fluoxetina son inhibidores de CYP2D6, de modo que la
administracion concomitante de triciclicos con inhibidores selectivos de la recaptura de la

serotonina (SSRI) puede llevar a niveles toxicos de los primeros (44).

La CYP2D6 originalmente llamada hidroxilasa de debrisoquina, es un polipéptido de 497

aminoacidos que tiene una participaciéon muy importante en el metabolismo de drogas,
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los sustratos del CYP2D6 son bases lipofilicas con un dtomo de nitrégeno y la reaccion de
hidroxilacion se lleva a cabo en el aminoacido Asp301 de carga negativa, responsable de
la union del sustrato a dicho nitrégeno. (22) El gen cyp2d6 contiene 9 exones y ha sido
mapeado en 22q13.1, en tal locus CYPD6 contiene 2 pseudogenes CYP2D7 y CYP2D8 con
una homologia del 97% y del 92%, respectivamente (21, 41).

Fenotipicamente existe una elevada variabilidad en la capacidad de metabolizacion del
citocromo CYP2D6, que se puede explicar por los polimorfismos en este gen, ya que los
cocientes metabdlicos de un individuo son estables en el tiempo, indicando una influencia

limitada de los factores medioambientales o fisiolégicos en la actividad de la enzima (42)

Fig. 2. Representacion de la enzima CYP2D6 de la familia de los citocromos P450 en

humano.

Hasta ahora, han sido identificados mas de 80 polimorfismos en el gen CYP2D6 que se
pueden clasificar en diferentes categorias segun sus consecuencias en la actividad de la
enzima: actividad nula, disminuida, normal o incrementada

(http://www.imm.ki.se/cypalleles/). La presencia de polimorfismos de un solo nucleétido

(SNP) en los genes que codifican enzimas metabolizadoras puede llevar a la pérdida de
funcién enzimatica, causando falta de respuesta farmacoldgica, una alta concentracién de

la droga y toxicidad (43).
28



10.1 Polimorfismos en el gen CYP2D6 y riesgo de enfermedades genéticas.

Varios estudios han descrito una asociacion entre los polimorfismos en el gen CYP2D6 y
diversas enfermedades, algunos han descrito una asociacion entre el genotipo PM y el
riesgo de padecer la enfermedad de Parkinson (45), aunque en otros no se ha encontrado
ninguna asociacion entre los polimorfismos en el CYP2D6 y esta enfermedad (46). También
se ha descrito una asociacion entre los polimorfismos en el gen CYP2D6 y la enfermedad
de Alzheimer o la epilepsia, mientras que otros estudios han encontrado evidencias de
una asociaciéon entre el genotipo PM del CYP2D6 y ciertas caracteristicas de la
personalidad y por ultimo aquellos que describen una mayor proporcién de PM en
pacientes esquizofrénicos comparado con controles poblacionales, la mayoria de las

estudios no lo confirman (47, 48).

Los efectos secundarios incrementan la morbilidad y mortalidad causando mas de 100,000
muertes al afio y hasta 5% de las hospitalizaciones en EUA. (49) La presencia de (SNPs) en
los genes que codifican enzimas metabolizadoras puede llevar a la pérdida de funcion
enzimdtica, causando falta de respuesta farmacoldgica, una alta concentracion de la droga

y toxicidad (50).

Actualmente se conocen mas de 70 polimorfismos de la enzima, los alelos més comunes
en varios grupos étnicos son CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*10, CYP2D6*17 y
CYP2D6*41. El alelo mas frecuente en Asia y el mundo es CYP2D6*10 que tiene una
mutacién en P345 que modifica la secuencia PPGP necesaria para el plegamiento de P450,

haciéndola inestable y reduciendo su afinidad a los sustratos (51).

En Europa la incidencia de metabolizadores lentos es de aproximadamente 7% vy los
metabolizadores ultrarrapidos se encuentran localizados en el Area Mediterranea, donde

el 10% de la poblacidén en Portugal, Espafia e Italia son portadores de alelos con multiples
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copias del gen CYP2D6. Los alelos CYP2D6*3, CYP2D6*4 y CYP2D6* forman el 95% de los

metabolizadores lentos (52).

En México, existen estudios en donde se han calculado las frecuencias alélicas de CYP2D6

y encontrado que los alelos mas frecuentes CYP2D6*2, *4y *10 (53).

Los patrones de actividad de los diferentes alelos de CYP2D6, pueden resumirse de la
siguiente forma: CYP2D6*1, *2, *33 y *35 con actividad enzimatica normal, CYP2D6*3, *4,
*6, *7 y *8 con actividad nula, CYP2D6*9, *10, *17 y *41 con actividad enzimatica
reducida y CYP2D6*5 delecién de la enzima. Ademas, han sido descritos alelos con 2-13
copias génicas que presentan un metabolismo ultrarrdpido, éstos impiden alcanzar los
niveles plasmaticos requeridos a las dosis terapéuticas, mientras que los que han perdido
la funcion enzimatica metabolizan lento y tienen mayor riesgo de presentar efectos

adversos.

En Europa se estima que 25 millones de pacientes requieren de dosis altas de
antidepresivos por ser metabolizadores lentos, y 20 millones mas tienen el riesgo de no
responder al tratamiento. Resultados de estudios de farmacocinética sugieren el ajuste de
dosis de los antidepresivos, disminuyendo del 28-60% de la dosis habitual en
metabolizadores pobres e incrementado la dosis de 140% hasta 180% en los

metabolizadores ultrarrdpidos (40).
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Caucasicos Asiaticos Africanos

| CYP2D6*2nx 15% 0-2% e 10-16% |
| CYP2D6*4 12-21% 1% 2% 1-4%
| CYP2D6*5 2.7% 6% 4% 1-3%
CYP2D6*10 1-2% 51% 6% 3-9%
| CYP2D6*17 0% 0% 20-35% 3-9%

Tabla 4. Frecuencias alélicas de los polimorfismos mas frecuentes de CYP2D6 en

diferentes grupos étnicos.

Melo ~Frecuencia (%)

T ———
CcYP2D6*3 T 144 o
CYP2D6 *4 : 1171
e
g CYP2D6*10. 12.45

Tabla 5. Frecuencias alélicas de los polimorfismos més frecuentes de CYP2D6 en poblacion

mestizo mexicana (1).

Alelo ; Mutacion 2 Fenotipo
cYP2D6*2x  Multiduplicacion génica  Actividad incrementada
CYP2D6*4 Defectos en el “splicing” Enzima inactiva
| CYP2D6*5 Delecién génica Falta de enzima
CYP2D6*10 P34S, S486T Enzima inestable
. CYP2D6*17 T1071, R296C, S486T Afinidad por sustratos alterada

Tabla 6. Representacion de las variantes alélicas para CYP2D6 describiendo los cambios

que sufre la enzima por las mutaciones puntuales.
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11. La serotonina en el sistema nervioso central

Ha sido propuesto que la desregulacién de la serotonina se encuentra implicada en una
variedad de desordenes del humor y el comportamiento, por lo que el transportador de la
serotonina es un mecanismo clave en la regulacion de la actividad serotoninérgica, razén
por la cual se ha puesto mucha atencién en el descubrimiento de variaciones en la funcion
de este transportador tratando de elucidar variaciones interindividuales en la respuesta al
tratamiento de enfermedades mentales (51). En el sistema nervioso central la serotonina
es sintetizada en neuronas cuyos cuerpos celulares se encuentran en el tronco cerebral

del nucleo rafe, en el cual las neuronas 5-HT forman vias complejas.

11.1 El transportador de serotonina.

El transportador de serotonina 5-HTT es un componente clave en la magnitud y duracion
de la transmision serotoninérgica en el sistema nervioso central, y es el sitio de accion de
los inhibidores de la recaptura de la serotonina (SSRIs) utilizados en el tratamiento de
enfermedades psiquiatricas. Variaciones en la respuesta al tratamiento a los SSRIs han
sido correlacionados con un polimorfismo bi-alelico presente en la region del promotor (5-
HTTLPR), que modula la eficiencia transcripcional del gen 5-HTT. Los alelos, designados
como largo (1) y corto (s), resultan en tres posibles genotipos: I/l, I/s y s/s. Con respecto al
alelo (s) se tiene la hipotesis de que cuenta con un efecto funcional dominante que ha sido
asociado con una disminucion de la eficiencia transcripcional y una pobre respuesta

terapéutica a los antidepresivos. (51)

El gen SLC6A4 codifica a una proteina de membrana que transporta la serotonina de los
espacios sinapticos a las neuronas presinapticas, dicha proteina termina la accion de la
serotonina y la recicla a una forma dependiente de sodio. Esta proteina es el blanco de
estimulantes psicomotores, como las anfetaminas y la cocaina, y de antidepresivos

triciclicos como la imipramina, ademas es un miembro de la familia de los
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neurotransmisores con alta afinidad al sodio. El gen SLC6A4 abarca 31 kb y consta de 14

exones, localizado en el cromosoma 17q11.1-q12. (55).

Genotype Frequencv N 4 :)C : AN A .. A
|/ (.\; ‘ \ |2 ¢ L -/l
s 49 %
/e 19, P \glromosome 17
_LExon1 =77 ) =XV
S—__ _ﬁﬁ.""\. -, ﬂ.‘lﬂ.ﬂ_ﬂ.—_f TN
Sa—_ o 1‘ 3&‘ :&“ - ..
Promoter .
Variants of
regulation v Wis Wes
3-HTT promoter aclivity
_TE———— =
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= ""“:, p— &_:I\,_IA,; 5-HT uptake
- T T A
mRNA

Fig. 3. Representacion esquematica de los polimorfismos del promotor del transportador

de serotonina, tomada de Lesh (1996).

Se ha encontrado un polimorfismo de repetidos de longitud variable en el promotor de
este gen, que afecta la cantidad de recaptacion de serotonina y se cree que esta implicado
en el sindrome muerte subita, la conducta agresiva en pacientes con enfermedad de
Alzheimer y a la susceptibilidad a depresion en pacientes con trauma emocional. El analisis
de la secuencia consenso del transportador de serotonina revelé un marco de lectura
abierto (ORF) de 630-aminoacidos con 92% de identidad con el transportador de

serotonina del ratén, y multiples RNAm encontrados en placenta y pulmén humanos (54).

Se ha identificado un polimorfismo en la region promotora del gen SLC6A4, consiste en la
insercion o delecién de 44 pb (alelo normal de 16 repetidos), involucrando de 6 a 8
elementos repetidos, las variaciones de dicha region de repetidos se conocen como alelo

corto (s) y alelo largo (1) (56).
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Se ha sugerido que la presencia de de 1 o 2 alelos (s) en un individuo, se asocia con
sintomas depresivos, depresion probada y tendencia al suicidio ante eventos estresantes
(57), y que dicho polimorfismo se encuentra con mayor frecuencia en pacientes con
depresion mayor que en individuos sanos (57, 58). También el alelo corto (s), ha sido
asociado con una respuesta deficiente a la paroxetina (59). Mientras que el genotipo I/l de

SLC6A4 se encuentra relacionado con una mejor respuesta a la fluoxetina (60).
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12. JUSTIFICACION:

La esquizofrenia es una enfermedad del cerebro crénica, grave e incapacitante que afecta
cerca del 1% de la poblacién mundial y se refleja en un incremento en la mortalidad y una
reducciéon de alrededor del 20% de la expectativa de vida de los sujetos afectados. Al no
existir una causa Unica para la esquizofrenia, se ha concluido es consecuencia de varios

efectos acumulativos de multiples factores de riesgo.

Existen diferentes pacientes que responden o son no respondedores al tratamiento, ya
que en muchas ocasiones algunos de ellos presentan efectos secundarios que los lleva a
dejar el tratamiento. Se ha demostrado que la presencia de polimorfismos en algunos
genes que codifican enzimas metabolizadoras de farmacos principalmente en CYP2D6 y
neurotransmisores, como en el transportador de serotonina, contribuyen a la incidencia
de efectos adversos o falta de respuesta a los antidepresivos, por lo que es importante
evaluar la posible correlacion entre la presencia de las variantes alélicas *4 y *10 del gen
cyp2d6 y la presencia del alelo corto (s) o largo (I) para el gen slc6a4 con la respuesta

terapéutica al tratamiento con antipsicéticos en pacientes con esquizofrenia.
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13. OBJETIVOS

Objetivo General

Correlacionar los polimorfismos cyp2d6*4 y cyp2d6*10, y el polimorfismo 5-HTTLPR
del gen slc6a4, con la falta de respuesta terapéutica al tratamiento con antipsicoticos

en pacientes con esquizofrenia.

Objetivos Particulares:

— Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 5-HTTLPR del promotor
del transportador de serotonina slc6a4.

— Obtener frecuencias alélicas y genotipicas para cyp2d6*4 y cyp2d6*10 en una muestra
de pacientes con esquizofrenia.

— Correlacionar los genotipos obtenidos para cyp2d6 y slc6ad, con la respuesta
terapéutica que presentan los pacientes con esquizofrenia.

— Correlacionar los genotipos obtenidos para cyp2d6 y slc6a4, con el género de los
pacientes con esquizofrenia.

— Determinar si existe correlacién entre el estado metabdlico basado en el genotipo

para las variantes alélicas del gen cyp2d6 y la respuesta terapéutica al tratamiento.
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14. Disefio Metodolégico

Tipo de Investigacion

Observacional (X Experimental - ’ ()
Longitudinal (X) Transversal ()
Prospectiva (X) Retrospectiva (X)
Descriptiva () Comparativa (X)
Abierta ; (X) A ciegas ()

Grupos de Estudio

Grupo problema. Pacientes con esquizofrenia de entre 35y 60 afios de ambos sexos, que

fueron tratados con 20 mg de cloropromazina/ dia.

Grupo testigo. El estudio no incluye grupo control (estudios previos realizados sobre estos

polimorfismos servirdan como grupos control) (1, 2).

Tamaiio de la muestra. Se estudiaran 93 pacientes con esquizofrenia (Tipo de muestreo

no probabilistico intencional, en base al objetivo del estudioy a los criterios de inclusion)
Criterios de inclusion.

—  Sujetos diagnosticados con esquizofrenia de acuerdo a las escalas internacionales
DSM-IV e ICD-10.

— Pacientes esquizofrénicos, que fueron tratados con 20 mg de cloropromazina.

— Tener entre 35y 60 afios de edad.

— Pacientes con‘esquizofrenia que aceptaron participar en el estudio y firmaron la carta

de consentimiento informado.
Criterios de exclusion

— Pacientes con depresion.
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— Pacientes con trastorno bipolar.

— Pacientes con otras alteraciones psiquiatricas.

— Pacientes con pruebas de funcién hepética alteradas.

- Pacientes con pruebas de funcion renal alteradas.

— Pacientes con hipoalbuminemia.

— Pacientes deprimidos que reciben tratamiento con antidepresivos como fluoxetina o
paroxetina.

- Pacientes embarazadas.

— Pacientes con otras enfermedades cronico-degenerativas

Criterios de eliminacion

Causas que obliguen a retirar al sujeto como elemento del estudio una vez que ha sido

incluido en la investigacion.

— Muestra sanguinea insuficiente y de mala calidad
— Pacientes que decidan no continuar con el estudio

— Pacientes que fallezcan durante el estudio
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Metodologia Experimental

Pacientes con
esquizofrenia

Estrategia Experimentai

Extracciony [:> PCR de los polimorfismos
cuantificacionde ADN CYP2D6 ySLC6A4

Identificacion de Confirmacionde la
polimoerfiasmos por variante alélica por

electroforesis horizontaly Secuenciacion.
PAGE.

Correlacion entre

Analisis estadistico de

respuestaclinicaylos <: Resultados E> los resultados. (X?

polimorfismos. , Tablas RxC)

I—I:j> T <j:r|

Fig. 4. Representacion de la metodologia experimental seguida para el estudio de 93 pacientes diagnosticados con esquizofrenia
mediante la ayuda del ICD-10 y DMS-IV que fue realizada por el Grupo Medico Carraci. A los pacientes que firmaron un
consentimiento informado se les tomo 10 ml de sangre periférica, para la extraccion de ADN y determinacién de los polimorfismos
en estudio, de acuerdo con el siguiente esquema.
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15. Metodologia Experimental

15.1 Extraccion de ADN a partir de sangre.

Las muestras de ADN fueron proporcionadas por el laboratorio de Genética Psiquiatrica
del Instituto Nacional de Psiquiatria “Juan Ramén de la Fuente”, el laboratorio
proporcioné 20 pl de cada muestra con una concentraciéon de ADN de 50 ng/ul, para
estandarizar los protocolos se requiri6 de extraer el ADN de 20 muestras de sangre
utilizando el kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (Promega Corporation),

cuyo protocolo se describe a continuacion:

Procedimiento

El proceso de la extraccién del ADN se llevé a cabo adicionando 900 ul de solucion de lisis
celular (Cell Lysis Solution) y 300 ul sangre con anticoagulante (EDTA) a un tubo de
microcentrifuga estéril de 1.5 ml. incubando durante 10 minutos a temperatura ambiente,
la muestra fue agitada por inversion 2 a 3 veces durante el proceso de la incubacion con la
finalidad de lisar los glébulos rojos, posteriormente se centrifugo a 16,000 x g durante 20
segundos a temperatura ambiente, después se eliminé tanto sobrenadante como fuera
posible sin perturbar el botén celular. Se tomo en consideracion el estado de la muestra
sanguinea, ya que si la muestra fue refrigerada durante més de un dia, era necesario
repetir el lavado en dos ocasiones mas con solucion de lisis celular. Una vez que contamos
con el paquete celular de leucocitos se procedio a adicionar 300 pl de una solucion de lisis
nuclear (Nuclei lysis solution), pipeteando la solucion de 5 a 6 veces con el propédsito de
lisar los globulos blancos, la solucién fue incubada a 37°C durante 15 minutos, una vez que
no se observan agregados celulares en el tubo, se agrego 100 pl de solucion de
precipitacion proteica (Protein Precipitation Solution) agitando en vortex durante 20
segundos, periodo en el cual empezamos a observar la presencia de pequefios agregados

proteicos, nuevamente se centrifugo a 16,000 x g por 3 minutos a temperatura ambiente,
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al final de la centrifugacion se observo un botén proteico de color café, el sobrenadante
fue transferido a un tubo nuevo de microcentrifuga que contenia 300 pl de isopropanol, la
muestra se agito por inversién hasta observar la formacion de un entramado blanquecino
que corresponde al ADN, el tubo fue centrifugado a 16,000 x g por 1 minuto y se decanto
el sobrenadante para posteriormente adicionar 300 pl de etanol al 70%, se centrifugo
nuevamente con las mismas condiciones, para posteriormente aspirar el sobrenadante y
dejar secar el boton de ADN a temperatura ambiente durante 30 minutos, la rehidratacion
se llevo al cabo adicionando 100 pl de solucién de rehidratacion (Rehydratation Solution)
e incubando a 65°C durante una hora agitando constantemente en vortex, una vez

terminado este paso nuestra muestra se encuentra lista para su cuantificacion.
15.2 Cuantificacion del ADN

la cuantificacion y determinacion de la cantidad y calidad del ADN se realiz6 mediante
espectrofotometria, tomando en consideracion que el ADN presenta una relacion entre su
concentracion y la absorbancia de la muestra determinada a una longitud de onda (A) de
260 nm y tomando en consideracién que 1 unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 50

hg/ul de ADN, la concentracion del ADN se determino con la siguiente formula:
[ADN pg/ml] = (A260nm) (50) (factor de dilucién)

De la misma forma se determino la pureza de las muestras midiendo la relacion de
absorbancia 260/280 nm, del resultado obtenido si es mayor a 1.8 el ADN se puede
considerar como puro, de otra la muestra contendra restos proteicos o de solventes

utilizados en la extraccion del ADN.
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15.3 Identificacion de los polimorfismos del 5-HTTPLPR (Promotor del transportador de

serotonina SLC6A4)

Para la amplificacion del alelo corto (s) de 484 pb y largo (I) de 528 pb del promotor del
gen SLC6A4 se utilizaron los oligonucledtidos stpr5 y stpr3, los volimenes vy
concentraciones de los reactivos para la PCR, asi como las condiciones de la misma se

muestra en los tablas siguientes.

Oligonucledtidos secuencia
stpr3 (forward) GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC
stpr5 (reverse) GGCGTTGCCGCTCTGAATGC

Tabla 7. Oligonucledtidos especificos para la identificacion de 5-HTTLPR

Reactivos Concentracion final

 Volirhan ()

Agua estéril libre de nucleasas | ' 9,4
Amortiguador 1.5 (1.5 mmol/L MgCl,)
Enzima Taq Gold 0.2 (5u/pl)
dNTPs 155 (10 mmol/L)
Oligo stpr3 0.375 10 pmol
Oligo stpr5 0.375 10 pmol
ADN genémico 2.0 (aprox. 50 ng/ul)
DMSO 0.75 5%
E— o olu‘m»en e - 1§u| Ty v e G S

Tabla 8. Reactivos utilizados para la PCR del polimorfismo de region promotora de SLC6A4
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Condicién : : : i T'emperatura(‘-’C)m

Desnaturalizacion 11 min 94
35 ciclos

Desnaturalizacion 30s 94

Alineamiento 30s 62

Elongacion 60 s 72

Extension Final 7 min o 72

Tabla 9. Condiciones de la PCR del polimorfismo de la region promotora de SLC6A4

En tubos estériles de 200 pl se agrego 1.5 pl de amortiguador de reaccion 10X (1.5 mM
MgCl,), 10 picomoles de cada oligonucledtido (stpr3, stpr5) especificos para el promotor
del gen slc6ad, 1 pl de dNTP's 10 mM (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.2 pl Tag DNA
polimerasa (invitrogen) y Dimetil Sulféxido (DMSO) al 5%, el volumen de la reaccion se
ajusté a 15 pl con agua estéril. Los tubos se incubaron en un termociclador (Thermoline) y
se aplico el programa de amplificacion para 5-HTTLPR utilizando los siguientes parametros
de amplificacion: la muestra se sometid a un ciclo de desnaturalizacion del ADN durante 5
min a 94°C., posteriormente se aplicaron 35 ciclos de polimerizacion, alineacion vy
extension que comprenden 30 s a 94°C; 30 s a 62°Cy 35 s a 72°C; para finalmente dar un
ciclo de extension final de 7 min a 72°C. Como control interno se amplificaron muestras
previamente tipificadas en el laboratorio de Genética Psiquiatrica del Instituto Nacional de
Psiquiatria “Juan Ramén de la Fuente” y como control negativo se utilizo la reaccién sin la
adicion de ADN gendmico. Los productos de amplificacion de 5-HTTLPR se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % utilizando como amortiguador TAE 1X
y un marcador de peso molecular de 100 pb como patron de referencia. Las muestras se
corrieron a 80 V durante 1h/20min., posterior al corrimiento, los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio (10 mg/ml) y los productos se visualizaron mediante su exposicion a luz

UV en un transiluminador (BioRad).
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La reaccion de PCR amplificé uno de los tres posibles genotipos que presenta el promotor
del transportador de serotonina (s/s, s/l y/o I/1), (s) = short o alelo corto genera un
amplicon de 484 pb y (I) large o alelo largo que genera uno de 528 pb. La cantidad de
marcador de peso molecular cargado por poso fue de 1 pl equivalente a una
concentraciéon de 100 ng/pl, mientras que el ADN amplificado que se cargé por poso fue
de 5 pl. En carril M podemos observar el marcador de peso molecular de 100 pb, en los
carriles 1y 4 se aprecia un amplicén de 428 pb que corresponde al genotipo homocigoto
s/s para el promotor del transportador de serotonina (slc6a4), mientras que en los carriles
2y 5 observamos un amplicon de 528 pb correspondiente al genotipo I/l de 5-HTTLPR, en
el carril 3 observamos un genotipo heterocigoto con amplicones de 428 y 528 pb, por
ultimo carril 6 corresponde al control positivo con un genotipo s/l que fue tipificada
previamente por el laboratorio de Genética Psiquidtrica del Instituto de Psiquiatria “Juan

Ramén de la Fuente”

700 bp
600 bp P
500 bp
400 bp

— ma =528 bp
___ - -~ J =

s/s 1/l s/l s/s I/ s/

Figura 5. Electroforésis en geles de agarosa al 2 % para el analisis de los amplicones
generados de la amplificacion especifica del polimorfismo 5-HTTLPR que identifica uno los

tres genotipos que pueden ser obtenidos.
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15.4 Genotipificacion de la variante alélica CYP2D6 *4

Para la amplificacién de los posibles genotipos de la variante alélica cyp2d6*4 del gen

cyp2d6 se utilizaron los oligonucledtidos P9y P10, los volimenes y concentraciones de los

reactivos para la PCR, asi como las condiciones de la misma se muestra en los cuadros

siguientes.

Oligonucledtidos

secuencia

GCTTCGCCAACCACTCCG

P10

AAATCCTGCTCTTCCGAGGC

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados en la determinacién de cyp2d6*4

Reactivos 4

”Vo|'umen (pL) ¥ Concer‘ivf}acvi'én %inalv &

Agua estéril libre de nucleasas 14.2
Amortiguador 2.0 (1X)
MgCl2 1.0 (1.5 mM)
~ TaqPolimerasa 0.2 (5U/ul)
B DNTPs 0.6 (10 mmol/L)
Oligo p9 0.8 1 pmol
Oligo p10 0.8 1 pmol
b DMSO 10 3%
ADN genémico 1.0 (aprox. 50 ng/ul)
Volumen total 20 o

Tabla 11. Reactivos utilizados para la PCR del polimorfismo de la regién promotora de

cyp2d6*4

45



Condicion Temperatura (2C)

Desnaturalizacion 2 ! 94
35 ciclos

Desnaturalizacion 60s 94

Alineamiento 60s 63

Elongacion 120 s 72

Extension final 7 min 72

Tabla 12. Condiciones de la PCR de CYP2D6*4

En tubos de estériles de 200 pl se agrego 2.0 pl de amortiguador de reacciéon 10X (1.5
mM/ MgCl2), 1 picomol de cada oligonucleétido sentido (p9) y antisentido (p10) (Tabla
10.) especificos para amplificar la secuencia que contiene la variante alélica cyp2d6*4, 1 ul
de dNTP’s 10 mM (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.2 pl Tag DNA polimerasa (invitrogen) y
dimetil sulféxido (DMSO) al 3%, el volumen de la reaccion se ajustd a 20 pl con agua
estéril. Los tubos se incubaron en un termociclador (Thermoline) y se aplico el programa
para la amplificacion de la secuencia que contiene la variante alélica cyp2d6*4 utilizando
los siguientes parametros de amplificacion: la muestra se someti6 a un ciclo de
desnaturalizacion del ADN durante 5 min a 94°C. Posteriormente a 35 ciclos de
polimerizacion, alineacion y extension que comprenden 60 s a 94°C; 60 s a 63°Cy 120 s a
72°C; para finalmente dar un ciclo de extension final de 7 min a 72°C. Como control
positivo se amplificaron muestras previamente tipificadas por el laboratorio de Genética y
Biologia Molecular del Instituto Nacional de Neurobiologia y Neurociencia y como control
negativo se utilizo la reaccidn sin la adicion de ADN gendmico. Los amplicones generados
de la amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2.0 %
utilizando como amortiguador TAE 1X y un marcador de peso molecular de 100 pb como

patron de referencia. Las muestras se corrieron a 80 v durante 1h/20min., posterior al
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corrimiento, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/ml) y los productos se

visualizaron mediante su exposicién a luz UV en un transiluminador (BioRad).

La cantidad de marcador de peso molecular cargado fue de 1 ul equivalente a 100 ng/l,
mientras que el ADN amplificado que se cargd por poso fue de 5 pl. En el carril M
podemos observar al marcador de peso molecular de 100 pb, en los carriles 1, 2 y 3 se
aprecia un amplicon de 334 pb que contiene la region mediante la cual identifica el
polimorfismo de la variante alélica cyp2d6*4, en el carril 4 podemos observar el control
positivo (muestra proporcionada por el laboratorio de Genética y Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Neurobiologia y Neurociencia) y por ultimo en el carril 5,
observamos al control negativo (todos los reactivos de la reaccion sin la presencia de ADN

genomico).

Figura 6. Electroforésis en geles de agarosa al 2 % que muestra un amplicon de 334 pares
de bases que puede contener la variante alélica cyp2d6*4 del gen cyp2d6 caracterizada

con el cambio de una guanina por una adenina en la posicion 1934 del gen.
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15.4.1 Restriccion enzimatica del producto de PCR con BstNI/

EL amplicén de 334 pb fue sometido a una reaccién de restriccion con la enzima BstN/
(endonucleasa del tipo Il que reconoce la secuencia 5 GGWCC 3’). La digestion con BstN/
se realizd de la siguiente forma: en un tubo estéril de microcentrifuga de 1.5 ml. se
adiciono 18 pl de agua estéril y desionizada, 2 ul de amortiguador de restriccion y 10 pl de
producto de PCR, la mezcla se incubo a 37°C durante 16 horas. Los fragmentos resultantes
de la restriccion fueron resueltos y analizados en geles de agarosa al 3% en TAE 1Xy como

patrén de referencia se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb.

M 1 2 3

600 pb
400 pb

200 pb
100 pb

PM EM M

Fig. 7. Patrones de restriccion para un amplicén de 334 pb que contiene la variante alélica

cyp2d6*4.

La presencia de la variante alélica cyp2d6*4 en un individuo resulta en una enzima sin
actividad. En la linea M observamos el marcador de peso molecular de 100 pb, en la linea
1 observamos una muestra con genotipo *4/*4, linea 2 la muestra con un genotipo *1/*1

y linea 3 una muestra con un genotipo *1/*4.
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Tres diferentes genotipos pueden ser obtenidos que se relacionan a tres estados
metabdlicos: metabolizador pobre (PM), metabolizador intermedio (IM) y metabolizador
extensivo (EM). En el carril M observamos al marcador de peso molecular de 100 pb, en el
carril 1 un producto de PCR de 334 pb resultado de la pérdida del sitio de restriccion
debido al cambio de una Guanina (G) por una Adenina (A) en la posicion 1934; en el carril
2 observamos dos bandas (230 y 104 pb) que corresponden a un genotipo de
metabolizador extensivo o normal, en los carriles 3 y 4 observamos tres amplicones de
334, 230 y 104 pb correspondiente al genotipo de metabolizador intermedio, o bien, la
presencia de un alelo mutante (cyp2d6*4) y la presencia de una alelo normal, por ultimo

el carril 5 corresponde al control positivo (muestra con genotipo PM).

M 1 Z 3 4 5

400 bp
300 bp

<= 334bp

<= 230bp
200 bp

PM EM M IM IM

Figura 8. Electroforésis en geles de agarosa al 3 % que muestra los diferentes patrones de
restriccion de un amplicédn de 334 pb que contiene la variante alélica cyp2d6*4, después
de la digestion con la enzima BstNI, los patrones de restriccion revelan tres genotipos

diferentes al igual que establecen un estatus de metabolismo para el gen cyp2d6.

49



15.5 Genotipicacion de la variante alélica CYP2D6 *10

La presencia de esta variante alélica de la enzima CYP2D6 se caracteriza por el cambio de

una citosina (C) por una timina (T) en la posicién 188, la identificacion de esta variante

alélica se realizdé amplificando una secuencia flanqueada por los oligonucleétidos P11

(sentido) y P12 (antisentido), los volumenes y concentraciones de los reactivos para la

PCR, asi como las condiciones de la misma se muestra en los cuadros siguientes.

Oligonucledtidos

secuencia

TCAACACAGCAGGTTCA

P12

CTGTGGTTTCACCCACC

Tabla 13. Oligonucleétidos utilizados en la amplificacion por PCR de cyp2d6*10

Reactivos

- .vo.lumen (p[_) -

Concentracion final

mortiguaor 2.0 , v‘ o
MgCl2 1.0 1.5mM
Enzima Taq Gold 0.2 (5u/ul)
DNTPs 0.6 (10 mmol/L)
Oligo P11 0.8 10 pmol
Oligo P12 0.8 10 pmol
DMSO 1.0 3%
ADN genomico 2.0 (aprox. 50 ng/ul)
H20 estéril 11.2 '
:_.—.7:’"*‘:—:" Volumen total iﬁf iiiiiiiiiiiiii

Tabla 14. Reactivos utilizados para la PCR de la variante alélica cyp2d6*10
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Condicion Temperatura (2C)

Desnaturalizacion 11 min ! 94
35ciclos

Desnaturalizacion 30s 94

Alineamiento 15s 59

Elongacion 60s 72

Extension final 7 min 72

Tabla 15. Condiciones de PCR para cyp2d6*10

En tubos estériles de 200 pl se agrego 2.0 pl de amortiguador de reaccion 10X (1.5 mM/L
MgCl,), 1 picomol de cada oligonucledtido en sentido (p11) y antisentido (p12) especificos
que amplifican la secuencia que contiene la variante alélica cyp2d6*10, 1 pl de dNTP’s 10
mM (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.2 pl Tag DNA polimerasa (invitrogen) y dimetil sulféxido
(DMSO) al 3%, el volumen de la reaccion se ajustd a 20 pl con agua estéril. Los tubos se
incubaron en un termociclador (Thermoline) y se aplicé el programa de amplificacion para
la variante alélica cyp2d6*10 utilizando los siguientes parametros de amplificacion: la
muestra se sometié a un ciclo de desnaturalizacion del ADN durante 5 min a 94°C.
Posteriormente a 35 ciclos de polimerizacion, alineacion y extension que comprenden 30 s
a94°C; 155a63°Cy 60 s a 72°C; para finalmente dar un ciclo de extension final de 7 min a
72°C. Como control positivo se amplificaron muestras previamente tipificadas por el
laboratorio de Genética y Biologia Molecular del Instituto Nacional de Neurobiologia y
Neurociencia y como control negativo se utilizo la reaccion sin la adicion de ADN
genomico. Los productos de amplificacion por PCR de cyp2d6*10 se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2.0 % utilizando como amortiguador TAE 1X y un
marcador de peso molecular de 100 pb como patrén de referencia. Las muestras se

corrieron a 80 v durante 1h/20min., posterior al corrimiento, los geles fueron tefidos con
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bromuro de etidio (10 mg/ml) y los productos se visualizaron mediante su exposicion a luz

UV en un transiluminador (BioRad).

La cantidad de marcador de peso molecular cargado fue de 1 pl equivalente a 100 ng/pl,
mientras que el ADN amplificado que se cargd por poso fue de 5 pl. En el carril M
podemos observar al marcador de peso molecular de 100 pb, en los carriles 1, 2 y 3 se
aprecia un amplicon de 433 pb resultado de la amplificacion de la region que contiene el
polimorfismo de la variante alélica cyp2d6*4, en el carril 4 podemos observar la muestra
del control positivo y por ultimo en el carril 5 observamos al control negativo, muestra

que contiene todos los reactivos de la reaccion sin la presencia de ADN genémico.

Figura 9. Electroforésis en geles de agarosa al 2 % que muestra la presencia de un
amplicon de 433 pb de puede contener la variante alélica cyp2d6*10 del gen cyp2d6,

caracterizada con el cambio de una citosina por una timina en la posicion 188 del gen.
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15.5.1 Restriccion enzimatica del producto de PCR con Hph |

El amplicén de 433 pb fue sometido a una reaccion de restriccion con la enzima Hphl
(endonucleasa del tipo Il que reconoce la siguiente secuencia 5° GGTGA 3'(8/7)). La
digestion con Hph I se realizé de la siguiente forma: en un tubo estéril de microcentrifuga
de 1.5 ml. se adicioné 18 pl de agua estéril y desionizada, 2 pl de amortiguador de
restriccion, 3 U de Hph 'y 10 pl de producto de PCR, la mezcla se incubo a 37°C durante 16
horas. Los fragmentos resultados de la restriccion fueron resueltos y analizados en geles
de agarosa al 3% en TAE 1X. Como patron de referencia se utilizé un marcador de peso

molecular de 100 pb.

400 pb

300 pb SpmeSgl
e = 262 pb
200 pb
100 pb w100 pkt;
G 71 p

EM EM IM

Fig. 10. Patrones de restriccion para un amplicon de 433 pb que contiene la variante

alélica cyp2d6*10.

En las lineas M observamos un marcador de peso molecular de 100 pb, en la linea 1
observamos una muestra con genotipo *1/*1 que corresponde a la wild type, en la linea 2
una muestra con un genotipo *1/*10 en donde uno de los alelos se encuentra afectado y
linea 3 una muestra con un genotipo *10/*10 u homocigoto para la variante alélica

cyp2d6*10.
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La reaccion de restriccion genera tres genotipos que podemos clasificar de acuerdo a su
estatus metabdlico en: metabolizador intermedio (IM) y metabolizador extensivo. En el
carril M observamos al marcador de peso molecular de 100 pb, en el carril 1 observamos
un amplicén de 433 pb, no digerido por Hphl considerado como control negativo de la
reacciéon, en los carriles 2, 5 y 7 se observan dos amplicones de 362 y 71 pb que
corresponden al genotipo *1/*1 (C/C) y fenotipo de metabolizador extensivo (EM) o wild
type, en los carriles 3, 4 y 6 se presentan tres fragmentos de 262, 100 y 71 pb
correspondiente al genotipo *1/*10 (C/T) y fenotipo de metabolizador extensivo (EM), por
dltimo en el carril 8 observamos al control positivo con el genotipo *10/*10 (T/T) y

fenotipo de metabolizador intermedio (IM).

<= 362 pb,
=262 pb

<= 100 pb

c¢) EM EM EM EM EM EM M

Figura 11. Electroforésis en geles de agarosa al 3 % que muestra los diferentes patrones
de restriccion después de la digestion con la enzima Hphl de un amplicon de 433 pb, los
patrones de restriccion revelan tres genotipos al igual que establecen un estatus de

metabolismo para el gen cyp2d6.
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15.6 Confirmacion de la secuencia de los polimorfismos

Con el objetivo de confirmar la identificacion de las secuencias del promotor del
transportador de serotonina y de las variantes alélicas cyp2d6*4 y cyp2d6*10 del gen
cyp2d6 se procedid a secuenciar alguna muestras de con genotipo homocigoto para los

diferentes polimorfismos.

15.6.1 Purificacion del producto de PCR.

Se tomaron 15 pl del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.5%, a 100 V durante 45
minutos, posterior al corrimiento, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (10
mg/ml) y los productos resueltos se visualizaron mediante su exposicion UV en donde
fueron identificados para ser purificados mediante la ayuda del kit comercial “QIAquick
Gel Extraction Kit” de QUIAGEN. Después de la purificacion se tomaron 2 ul de producto
de PCR purificado y se corrieron en un gel de agarosa al 2% utilizando un marcador de
peso molecular de 100 pb del cual conociamos su concentracion, lo que nos permitio

determinar la concentracion de cada una de las muestras.

15.6.2 Marcaje con terminadores fluorescentes

Los fragmentos de PCR purificados fueron marcados por el método de terminadores
fluorescentes empleando el kit comercial BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems de
acuerdo a las indicaciones del manual) por lo tanto, procedimos a adicionar de 40 a 50 ng
de producto de PCR a una mezcla que contenia 2ul de mezcla de reaccion (terminadores),
3 ul de amortiguador de reaccién y 1ul del oligonucleétido (3.2 pmol) en un volumen total
de 20 pl, la reaccién de secuenciacion se llevo al cabo en un termociclador (Thermoline),
utilizando las siguientes condiciones de ciclado 96°C 1 minuto, seguido de 25 ciclos 96°C

10 seg., 50°C 5 seg y 60°C 4 min., una vez concluido el termociclado los productos fueron
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purificados con el kit comercial DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) de acuerdo con las

instrucciones del manual.
15.6.3 Secuenciacion.

La secuenciacion fue llevada a cabo en el Laboratorio No. 1 de del Posgrado en Ciencias
Genomicas de la Universidad Auténoma de la Ciudad de México, con la ayuda de un
secuenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) mediante electroforesis capilar que
separa los fragmentos marcados con diferentes fluorocromos dependiendo de su tamafio,
migrando primero aquellos de menor peso molecular para después migrar aquellos con un
mayor peso, una vez que estos pasan a través del detector, los fluorocromos son excitados
mediante la ayuda de un laser de Argdn, la emision de energia resultante es captada por
un filtro que traduce la sefial en lo que se conoce con el nombre de electroferograma.
Cada fragmento fue secuenciado tanto la regién sentido como antisentido con la finalidad

de corroborar la secuencia obtenida.

Polimorfismo del promotor del transportador de serotonina

ITCGCCCCAACGGTCTC GGACAAAGCCGTGAGCAACGTGATCGCCTICCCTCACCTGCGGGCGCCG(C CGAGTACGACGACCCTCGCTTCCT!

il

AGCCGTGAGCAACGTGATCGCCTCCCTCACCTGCGGGCGCCGCTTCGAGTACGACGACCC LG( CET
M\‘ LA

I NIJ'M i o i i 'ﬁq\g M i ﬂﬁ i j\" 'w']“ !

Fig. 12. Resultados de la comparacién de secuencias entre dos amplicones de 484 pb

correspondientes al alelo corto (s) del polimorfismo encontrado en el promotor del
transportador de serotonina (slc6a4).
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Confirmacioén del polimorfismo de la variante alélica cyp2d6*4

A; G ¢ 066G AAG GHCEC T AC €CC € T TACCC GCOCAITCT?T CEA C € CCTCECA GO AC GGEeECCEC T TTC
» A N \ \ \ i
.a “, ‘,’J m '1 ’ Hw‘m
A “\ }“,f \/‘/\(\/\ IHM}/LI ;J U /\/\
R M U | w
. 6 6 6 G AAG GC G ACCCCTTACCCOG GOC CAT CAECECECAANAGACBLCCCOCC TT TCT
B
\ F'| H
| \‘r‘\ ‘\[\ ‘J A
Y v
f [ H \ \ A \
s AN / ) mmwm o e AN
Fig. 13. En la figura A se muestra la presencia de una timina (G), mientras que en la figura
B podemos observar la presencia de una citosina (A), el cambio de G por A en la posicién
1934 origina la variante cyp2d6*4 que codifica para una proteina trunca sin actividad.
Confirmacién del polimorfismo de la variante alélica cyp2d6*4
Al T
L e
P 1A | ey I I, f‘
Wl L { | I | ANl \ ‘
it I I |‘ e \ f\ HHEIAAA O
| AR e (LA P
= O ascacT AT [GGGCAACCTGCTBCATGTEGACTTCCAGAACACS
N—

T m

Fig. 14. En la figura A se muestra la presencia de una timina (T), mientras que en la figura
B podemos observar la presencia de una citosina (C), el cambio de la C por T en la posicion
188 del gen cyp2d6 origina la variante alélica cyp2d6*10 que codifica para una proteina
con actividad disminuida.
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Una vez secuenciadas las muestras se realizé un alineamiento en Clustal W utilizando el

programa Bioedit 7.0.8 verificado la identidad de las secuencias entre dos muestras que

presentaban el alelo corto (s) para 5-HTTLPR, y la forma nativa y la mutacién para el caso

de las variantes alélicas cyp2d6*4 y cyp2d6*10.

SHTTLPR
SHTTLPRwt

SHTTLPR
SHTTLPRwt

SHTTLPR
SHTTLPRwt

SHTTLPR
SHTTLPRwt

SHTTLPR
SHTTLPRwt
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SHTTLPRwt

SHTTLPR
SHTTLPRwt

SHTTLPR
SHTTLPRwt

1
1
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181
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301
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Fig. 15. Alineamiento en Clustal W de una muestra homocigota con el genotipo s/s para el

polimorfismo del transportador de serotonina, alineado con la wild type.
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ACCCCCAAGA

CGCATCTCCC
CGCASICTECCC
CGCASECECCC
CGCAECEECCC
CGCATECTECCC

ACCCCTTACC
ACCCCTTACC
ACCCCTTACC
ACCCCITACC
ACCCCTTACC

130 140 15C
GTACGACGACECCTCGCT TCC
GTACGACGACECCICGCTTCC
G FTACGACGACECCTCGCTICC
GTACGACGACECCTCGCTTICC
GTACGACGACEICCTCGCTTCC

GICCGCITCGA
GCCGCH T CGA
GCCGCHECGA
GCCGCT TCGA
GCCGCUTTCGA

CGCCTCCCIHC
CGCCICCCTC
CGCCciaHcCcccadg
CGCCICCCTC
CGCCIICCCTC|

230 240
GGGEGAG
GGGECGAG]
GGGECGAG

SECH CHEGCA
AGHTFCTCTGCA
AGIHECITCIHGCA
AGEECECHGCA
AGIE CTCITGCA

GAGACCGAGG
GAGACCGAGG
GAGACCGAGG
GAGACCGAGG
GAGACCGAGG

PTGCGGAGCGA
PTGCGGAGCGA
TGCGGAGCGA
PGCGCGGAGCGA
PGCGCGGAGCGA

CHTGCGCGAG

GGGCGAG
GGGECGAG

CHPGCGCGAGG
CHGCGCGAGG

Fig. 16. Alineamiento en Clustal W de la secuenciacion de muestras homocigotas para el
genotipo *4/*4 (P1064, P1051, P964 y P951) del gen cyp2d6 con una muestra que
presenta el genotipo *1/*1 (CYP2D6 wt), en donde puede observar el cambio de una

Guanina por una Adenina en la posicion 1934 del gen cyp2d6.

CYP2D6 wt 121 180
P27 121 180
P1191 121 180
P11112 121 180
P11401 121 180
P11402 121 180
CYP2D6 wt 181 240
P1127 181 240
P1191 181 240
P11112 181 240
P11401 181 240
P11402 181 240
CYP2D6 wt 241 300
P1127 241 300
P1191 241 300
P11112 241 300
P11401 241 300
P11402 241 300

Fig. 17. Alineamiento en Clustal W de la secuenciacion de muestras homocigotas para el
genotipo *10/*10 (P11401 y P11402) del gen cyp2d6 con ura muestra que presenta el
genotipo *1/*1 (CYP2D6 wt, P1127, P1191 y P11112), en donde puede observar el cambio

de una Citosina por una Timina en la posicion 188 del gen cyp2d6.
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16. RESULTADOS

En este estudio se analizd un total de 93 muestras, las cuales presentan un numero de
identificacion (ID) que sirve como base para la asignacion de los resultados obtenidos en

cada uno de los polimorfismos estudiados (5-HTTLPR, cyp2d6*4 y cyp2d6*10).

Como se menciond en el disefio metodoldgico se trata de estudio retrospectivo y ciego en
donde los datos del género y respuesta terapéutica al tratamiento (Tabla 16) fueron
proporcionados una vez completada la genotipificacion, evitando con esto una
predisposicion a los resultados, los datos fueron proporcionados por el laboratorio de
Genética Psiquiatrica del Instituto Nacional de Psiquiatria “Juan Ramén de la Fuente” y el
Grupo Medico Carraci, una vez que contamos con toda la informacion .se procedio a su

agrupacion y analisis.

Tipo de respuesta al tratamiento con

; % de Individuos
cloropromazina

Respondieron 32.25%

Respuesta Parcial 25.80%
No hubo respuesta 32.25%

Tabla 16. Porcentaje de pacientes con esquizofrenia que respondieron, respondieron

parcialmente y que no respondieron al tratamiento con cloropromazina.

Es importante considerar el hecho de 32.25% no respondieron al tratamiento y 25.80% no
respondieron inicialmente, lo que lleva a los pacientes a abandonar no solo el tratamiento

sino las terapias, lo que en algunas ocasiones puede tener consecuencias muy serias.
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De acuerdo con datos reportados por el Instituto Nacional de Enfermedades Mentales
(NIMH) la esquizofrenia es un padecimiento que afecta a hombres y mujeres en la misma
proporcion por lo que resulta interesante conocer si la respuesta terapéutica en cada uno
de estos grupos varia de acuerdo al género, de igual forma, lo datos fueron
proporcionados por el Grupo Medico Carraci, en la grafica se puede observar una
preponderancia del sexo masculino (52 hombres y 33 mujeres) entre los pacientes con
esquizofrenia en el presente estudio, cabe resaltar que existen 8 muestras de las cuales no

fueron proporcionados datos de respuesta y sexo.

Pacientes con ezquizofrenia.

# Hombre

Mujeres

Grafico 1. Porcentaje de pacientes con esquizofrenia agrupados por género.

La agrupacién de los pacientes por género nos muestra que existe una mayor proporcion
de sujetos masculinos con respecto a las mujeres en el grupo de pacientes con

esquizofrenia.
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16.1 Polimorfismo 5-HTTLPR del gen slc6a4

En nuestro estudio se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de pacientes con
esquizofrenia para el polimorfismo 5-HTTLPR, con el objetivo de determinar si la presencia
de alguno de estos alelos y/o genotipos puede establecer una correlacion ya se con la

esquizofrenia, o bien, con la falta de respuesta al tratamiento con cloropromazina.

El promotor del transportador de serotonina (slc6a4) contiene un polimorfismo conocido
como 5-HTTLPR, que presenta la insercion o delecion de un fragmento de 44 pb,
generando tres posibles genotipos: s/s, s/l y I/l con amplicones de 484/484, 484/528 y

528/528 pb respectivamente.

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica
s/s s/l i Alelo (s)
5-HTTLPR
23.66% 44.09%  32.26% 45.70%

Tabla 17. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 5-HTTLPR del promotor del

transportador de serotonina (slcba4) en pacientes con esquizofrenia.

Lo que observamos en los resultados es una mayor frecuencia del genotipo heterocigoto
(s/I), mientras que el alelo (s) es el mas frecuente en el grupo de pacientes con

esquizofrenia genotipificado en este estudio (Graficos 2y 3).
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Posteriormente, se comparo las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 5-
HTTLPR del promotor del transportador de serotonina (slc6a4) entre un grupo control (2)
y el grupo de pacientes con esquizofrenia genotipificado, para realizar el andlisis se utilizo
una herramienta estadistica dispuesta en la internet por la Universidad Complutense de

Madrid (UCM) (http://e-stadistica.bio.ucm.es/mod tablas/tablas applet ghost.html), la

que permitié calcular el valor de X* de Pearson a través de tablas de contingencia, asi
como el valor de p, con la finalidad de conocer si existen diferencias entre los casos y los

controles, los resultados se muestran a continuacion:

Frecuencias alélicas y genotipicas para 5-HTTLPR
Casos vs. Controles

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica
5-HTTLPR : s/s s/l i ~ Alelo(s)
Casos 23.66% 44.09% 32.26% 45.70%
Controles’ 28.68% 47.06%  24.26% 52.26%

1. Camarena, et. al (2001)

Tabla 18. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas para 5-HTTLPR del
promotor del transportador de serotonina (slc6ad) de pacientes con esquizofrenia con un
grupo control tipificados en una poblacion de individuos sanos de origen mestizo

mexicano (2).

Como se puede observar en la tabla las frecuencias genotipicas entre casos y controles
son muy similares lo cual puede observar en los Graficos 4 y 5, en ambos casos el

genotipo (s/l) es el mas frecuente de la misma forma que el alelo (s) tiene una mayor

presencia en ambos grupos.
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La prueba de X? fue calculada para probar la significancia de la asociacién entre casos y
controles utilizando un nivel de significancia p<0.05. Las frecuencias alélicas y genotipicas

obtenidas para el polimorfismo 5-HTTLPR

Prueba de X? para frecuencias alélicas de 5-HTTLPR

A Casos vs. Controles.
Chi-cuadrado GL Valor p-valor
Pearson 1 - 1.8824 0.170056
E Prueba de X’ para frecuencias genotipicas de 5-HTTLPR
- Casos vs. Controles.
Chi-cuadrado GL Valor p-valor
Pearson ; 2 1.9118 0.3845

Tabla 19. Resultados obtenidos de la prueba de X* en la comparacién entre las frecuencias
alélicas (A) y genotipicas (B) del un grupo control con el grupo de pacientes con

esquizofrenia que se genotipico en este estudio.

En nuestra de poblacién de estudio se observa que las frecuencias alélicas y genotipicas
son similares a las determinadas para un grupo control de individuos sanos (p=0170056 y
p=0.3845 respectivamente), los resultados muestran que no existe una diferencia
significativa entre las frecuencias del grupo control con las encontradas para los pacientes

con esquizofrenia.
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Genotipos para el polimorfismo 5-HTTLPR del gen slc6a4 correlacionados con el género.

Tomando en consideracion datos sobre el género de los pacientes con esquizofrenia, se

relaciono el genotipo obtenido para el polimorfismo 5-HTTLPR con el sexo de los sujetos.

Los sujetos del estudio fueron agrupados por género y de acuerdo al genotipo que
presentaban para el promotor del transportador de serotonina (s/s, s/, I/1). Se calculo la
X? para conocer la significancia de asociacion, utilizando un nivel de significancia p<0.05.

para conocer la posible asociacién entre el género vs. genotipo.

Frecuencias genotipicas para 5-HTTLPR

A agrupadas por género.
Genotipos para 5-HTTLPR vs Genero
Individuos s/s s/l I/l
Hombre 19.23%  48.08%  32.69%
Mujeres 30.30% 39.39%  30.30%
g Prueba de X’ para frecuencias genotipicas
i

de 5-HTTLPR
Genotipo vs. Género

Chi-cuadrado GL Valor p-valor

Sin correccion 2 1.4286 0.4895

Tabla 20. Frecuencias genotipicas para 5-HTTLPR agrupadas por género (A) y resultados de

la prueba de X? (B) comparando genotipo vs. género.

Los resultados muestran que no existe diferencia significativa (p= 0.4895) entre el

genotipo para 5-HTTLPR y el género de los pacientes (Grafico 6).
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Genotipos para 5-HTTLPR del gen slc6a4 correlacionados con la respuesta terapéutica.

Los genotipos obtenidos para el polimorfismo 5-HTTLPR fueron comparados con la
respuesta terapéutica al tratamiento. Es necesario mencionar que no fueron
proporcionados los datos de respuesta de 8 pacientes con esquizofrenia, los cuales son
descritos en la tabla como (Sin datos de respuesta). Se calculo la X? utilizando un nivel de
significancia de p<0.05, comparando las frecuencias genotipicas de 5-HTTLPR con los

diferentes grupos de respuesta terapéutica.

Frecuencias genotipicas para 5-HTTLPR

A
s agrupadas por respuesta.
Genotipos para 5-HTTLPR vs Respuesta
Individuos s/s s/l i/l Total
Responde 16.67% 50.00% 33.33% 30
R. parcial 33.33% 37.50% 29.17% 24
Sin respuesta 22.58% 45.16% 32.26% 31
Sin datos de resp. 25.00% 50.00% 25.00% 8
Total 93
B Prueba de X para frecuencias genotipicas 5-HTTLPR

s Genotipo vs. Respuesta

Chi-cuadrado GL Valor p-valor

Sin correccion 4 2.1376  0.7105

Tabla 21. Frecuencias genotipicas agrupadas por respuesta al tratamiento (A) y el datos

fueron comparados con de la prueba de X (B).

Lo que podemos observar en las tablas es que no existen significancia de asociacion
(p=0.7105) entre los genotipos s/s, s/l y/o I/l y la respuesta al tratamiento (Grafico 7).
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16.2 Polimorfismos de la variante alélica cyp2d6*4

La importancia de la actividad de CYP2D6 en la eficacia terapéutica y los efectos adversos
a los medicamentos que pueden presentarse durante el tratamiento, radica en que la
genotipificacion de aquellas variantes alélicas, sobre todo aquellas que producen
mutaciones inactivantes o bien reducen la actividad de CYP2D6, podrian predecir un
tratamiento farmacolégico optimizado. El en caso de variante alélica cyp2d6*4 presenta
una mutacién en sitio de splicing que genera una proteina trunca sin actividad, originado
por el cambio de una Guanina por una Adenina en la posicién 1934, este polimorfismo
puede presentar tres genotipos diferentes que pueden ser: genotipo *1/*1 (G/G) que
corresponde a la forma nativa con actividad normal y un fenotipo de metabolizador
extensivo (EM), genotipo *1/*4 (G/A) donde uno de los alelos esta afectado presentando
un fenotipo de metabolizador intermedio (IM), y el genotipo *4/*4 (A/A) en donde ambos

alelos se encuentran afectados y el fenotipo corresponde a un metabolizador pobre (PM).

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica

*1/*1 *1/*4 : *4/*4

i *
EM M PM gl 3

CYP2D6*4
78.49% 17.20% 4.30% 12.90%

Tabla 22. Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante alélica cyp2d6*4 del gen cyp2d6

en pacientes con esquizofrenia.

Los resultados muestran es una mayor frecuencia del genotipo heterocigoto (*1/*1),

mientras que el alelo (*1) es el mas frecuente (Graficos 8 y 9).
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Para comparar las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*4 entre el grupo
control (2) y los pacientes con esquizofrenia se realizé la prueba de X? utilizando un nivel
de significancia de p<0.05, se utiliz6 como herramienta estadistica dispuesta en internet

por la UCM (http://e-stadistica.bio.ucm.es/mod tablas/tablas applet ghost.html), con la

finalidad de conocer si existen diferencias entre los casos y los controles.

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica
CYP2D6*4  *1/*1 A *1/%4 rafa Alelo *4
Casos 78.49% 17.20%  4.30% 12.90%
Controles®  67.82% 29.89%  2.30% 11.52%

1. Camarena, et. al (2001) 2. M. Lopez, et. a. (2005)

Tabla 23. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante alélica
cyp2d6*4 de pacientes esquizofrénicos con un grupo control tipificado en una poblacion

de individuos sanos de origen mestizo mexicano (1).

Los resultados muestran que la forma nativa de la enzima CYP2D6 prevalece mas tanto en
el grupo control como en el pacientes con esquizofrenia genotipo (*1/*1), de igual forma
la frecuencia de personas en ambos grupo guarda una relacién muy estrecha con un

porcentaje de =12.0% (Grafico 10y 11).
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Conociendo las frecuencias de ambos grupos se calculo la X* a través de tablas de
contingencia RxC, utilizando un nivel de significancia p<0.05, con la finalidad de establecer
la significancia de asociacion entre casos (pacientes con esquizofrenia) y controles
(individuos sanos). Los célculos sefialan que tanto las frecuencias alélicas como las

genotipicas no presentan correlacion entre casos y controles.

A Prueba de X’ para frecuencias alélicas cyp2d6*4
e Casos vs. Controles.

Chi-cuadrado GL Valor p-valor
Pearson 1 0.2445  0.620991
B Prueba de X* para frecuencias genotipicas cyp2d6*4

Casos vs. Controles.

Chi-cuadrado GL Valor  p-valor
Pearson 2 4,3373 0.1143

Tabla 24. Resultados obtenidos de la prueba de X* en la comparacion entre las frecuencias
alélicas (A) y genotipicas (B) de cyp2d6*4 del un grupo control con el grupo de pacientes

con esquizofrenia que se genotipico en este estudio.

El resultado (p=0.11) no muestra una diferencias significativa entre la poblacion control y

la del grupo de pacientes con esquizofrenia genotipificados en el presente estudio.
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Genotipos para la variante alélica cyp2d6*4 correlacionados con el género.

Los datos del género de los pacientes fueron proporcionados por el Grupo Medico Carraci,
8 muestran tipificadas no aportaban este dato. Con la finalidad de correlacionar el
genotipo para cyp2d6*4 con el género, se calculo la X? comparando los genotipos *1/*1,

*1/*4 y/o *4/*4 con el género.

A Genotipos para cyp2d6*4 correlacionados con el género

Genotipo vs. genero

Individuos /A *1/*4 *1/*4 Total
Hombre 80.77%  17.31% 1.92% 52
Mujeres 75.76% 18.18%  6.06% 33
Indeterminados 75.00% 12.50%' 12.50% 8
Total . 93

Prueba de X* para frecuencias genotipicas
de cyp2d6*4
Genotipo vs. Género

Chi-cuadrado GL Valor p-valor

Sin correccion 2 1.0523 0.5909

Tabla 25. Frecuencias genotipicas para cyp2d6*4 agrupadas por género (A) y resultados

de la prueba de X (B) comparando genotipo vs. género.

Los resultados muestran que la prueba de X* obtenida rinde un valor de p= 0.5909
indicando que no existe una relacion entre el género y el genotipo obtenido para esta

variante alélica (Grafico 12).

70



Genotipos de la variante alélica cyp2d6*4 correlacionados con la respuesta terapéutica.

Con los datos de respuesta terapéutica que mostraron los pacientes con esquizofrenia se
calculo la X* utilizando un nivel de significancia de p<0.05, comparando las frecuencias

genotipicas para cyp2d6*4 con los grupos de respuesta al tratamiento,

Genotipos para cyp2d6*4 correlacionados

mi.;.., con la respuesta terapéutica
Genotipo vs respuesta
Individuos o *1/*1 *1/*4  *4/*4 Total
Responde 66.67% 30.00% 3.33% 30
Respuesta parcial 79.17% 16.67% 4.17% 24
No responde 90.32%  6.45%  3.23% 31
Sin datos de resp. 62.50% 6.45%  3.23% 8
Total 93
B Prueba de X’ para frecuencias genotipicas
n—— de cyp2d6*4

Genotipo vs. Respuesta

Chi-cuadrado GL Valor  p-valor

Sin correccién 4 5.9308 0.2044

Tabla 26. Frecuencias genotipicas para la variante alélica cyp2d6*4 que fueron agrupadas
por respuesta al tratamiento (A) y los resultados de la prueba de X* (B) comparando

genotipo vs. respuesta.

Los resultados muestran que no existen significancia de asociacion (p = 0.2044) entre los

genotipos *1/*1, *1/*4y/o *4/*4 y la respuesta al tratamiento (Grafico 13).
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16.3 Polimorfismos de la variante alélica cyp2d6*10

En el caso de la variante alélica cyp2d6*10 una mutacion de una citosina (C) por una
timina (T) en el gen cyp2d6 en la posicion 188 propicia la formacion de una proteina cuya
actividad se ve disminuida, la genotipificacion de esta variante alélica puede presentar
tres genotipos: genotipo *1/*1 (C/C) que corresponde a la forma nativa con actividad
normal y un fenotipo de metabolizador extensivo (EM), genotipo *1/*10 (C/T) donde uno
de los alelos esta afectado presentando un fenotipo de metabolizador intermedio (IM), y
el genotipo *10/*10 (T/T) en donde ambos alelos se encuentran afectados y el fenotipo

corresponde a un metabolizador intermedio (IM).

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica
*1/*1 *1/*10 *10/*10 Alelo *10
CYP2D6*10
75.90%  18.99% 5.06% 14.20%

Tabla 27. Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante alélica cyp2d6*10 del gen

cyp2d6 en pacientes con esquizofrenia.

Los resultados permiten observar en el grupo de pacientes con esquizofrenia una mayor
frecuencia del genotipo (*1/*1), mientras que el alelo (*10) se presenta en un 14.20%

(Gréficos 14 y 15).
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Para comparar las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*10 entre el grupo
control (2) y los pacientes con esquizofrenia se realizé la prueba de X? utilizando un nivel
de significancia de p<0.05, se utilizé como herramienta estadistica dispuesta en internet

por la UCM (http://e-stadistica.bio.ucm.es/mod tablas/tablas applet ghost.html), con la

finalidad de conocer si existen diferencias entre los casos y los controles.

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica

CYPZDE*0  *1/*1  *1/*10 *10/*10 Alelo*10
Casos 75.95% 18.99% 5.06% 14.20%
Controles® 67.05% 30.68% 2.27% ’ 12.96%

1. M. Lopez, et. a. (2005)

Tabla 28. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas para la variantes alélica
cyp2d6*10 de pacientes esquizofrénicos con un grupo control tipificado en una poblacion

de individuos sanos de origen mestizo mexicano (1).

Como se puede observar en ambos grupos el genotipo (*1/*1) es el mas frecuente y se
encuentra asociado con un estado de metabolizador extensivo, mientras que la variante
alélica cyp2d6*10 se presenta en no mas del 15% tanto en el grupo control como en el
pacientes con esquizofrenia que fue sometido a genotipificacién en este estudio (Graficos

16y 17).
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Los resultados de la prueba de X* utilizando un nivel de significancia p<0.05 fue calculada
con la finalidad de establecer la significancia de asociacion entre casos y controles. Las
frecuencias alélicas y genotipicas determinadas para cyp2d6*10 en pacientes con
esquizofrenia tipificadas son muy parecidas a las determinadas para un grupo control de

individuos sanos (1).

A Prueba de X* para frecuencias alélicas cyp2d6*10
e Casos vs. Controles

Chi-cuadrado GL Valor p-valor
Pearson 1 0.043  0.835699

B Prueba de X* para frecuencias genotipicas cyp2d6*10
e Casos vs. Controles

Chi-cuadrado GL Valor  p-valor
Pearson 2 5.6532  0.0592

Tabla 29. Resultados obtenidos de la prueba de X?en la comparacion entre las frecuencias
alélicas (A) y genotipicas (B) de cyp2d6*10 del un grupo control con el grupo de pacientes

con esquizofrenia que se genotipico en este estudio.

Los resultados muestran que no existe una diferencia significativa entre las frecuencias del
grupo control con las encontradas para los pacientes con esquizofrenia, lo que demostro
con un valor de p = 0.835699 para las frecuencias alélicas y de p = 0.0592 para las

genotipicas.
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Genotipos para la variante alélica cyp2d6*10 correlacionados con el género.

Los datos del genero de los pacientes fueron proporcionados por el Grupo Medico Carraci,
8 muestran tipificadas no aportaban este dato. Con la finalidad de correlacionar el
genotipo para cyp2d6*10 con el género, se calculo la X* comparando los genotipos *1/*1,

*1/*10 y/o *10/*10 con el género de los pacientes.

A | Genotipos cyp2d6*10 vs. genero
E— Individuos *1/*1 *1/*10 *10/*10 Total
Hombre 79.57% 16.13% 3.85% 52
Mujeres - 78.79% 15.15% 6.06% 33
Indeterminados 75.00% 25.00% 0.00% 8
Total 93

5 Prueba de X* para frecuencias genotipicas
¥ de cyp2d6*10
Genotipo vs. Género.

Chi-cuadrado GL Valor p-valor
Sin correccion 2 0.221 0.8954

Tabla 30. Frecuencias genotipicas para cyp2d6*10 agrupadas por género (A) y resultados

de la prueba de X* (B) comparando genotipo vs. género.

Los resultados muestran que la prueba de X? obtenida rinde un valor de p= 04895
indicando que no existe una relacién entre el género y el genotipo obtenido para esta

variante alélica (Grafico 18).
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Genotipos de la variante alélica cyp2d6*10 correlacionados con la respuesta

terapéutica.

Los datos de la respuesta terapéutica que mostraron los pacientes con esquizofrenia

fueron proporcionados por el Grupo Medico Carraci.

A | Genotipos cyp2d6*10 vs respuesta
E— Individuos *1/*1  *1/*10  *10/*10 Total
Responde 76.67%  16.67% 6.67% 30
Respuestas parcial 79.17%  20.83% 0.00% 24
Sin respuesta 83.87% 9.68% 6.45% 31
Sin datos de resp. 75.00%  25.00% 0.00% 8
Total 93
B Prueba de X para frecuencias genotipicas
D de cyp2d6*10

Genotipo vs. Respuesta

Chi-cuadrado

GL

Valor  p-valor

Sin correccion

4

2.835  0.5858

Tabla 31. Frecuencias genotipicas para la variante alélica cyp2d6*10 que fueron

agrupadas por respuesta al tratamiento (A) y los resultados de la prueba de X2 (B)

comparando genotipo vs. respuesta.

Los resultados muestran que no existen significancia de asociaciéon (p = 0.2044) entre los

genotipos *1/*1, *1/*10 y/o *10/*10 y la respuesta al tratamiento (Grafico 19).
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16.4 Establecimiento del estado metabélico con base en el genotipo obtenidos para las

variantes alélicas, cyp2d6*4 y cyp2d6*10.

Una vez genotipificados las variantes alélicas para cyp2d6*4 y cyp2d6*10 se agruparon de

acuerdo al estado metabdlico que les confiere dicho genotipo obteniendo los siguientes

resultados.
A Estatus Metabolizador cyp2d6 *4 cyp2d6*10
T EM s 89
IM 16 4
PM 4 0
Total ' 93 93
B
B Estatus Metabolizador CYP2D6 *4 CYP2D6*10
EM 78.49% 95.70%
IM 17.20% 4.30%
PM 4.30% 0.00%
Total 100.00% 100.00%

Tabla 32. Descripcion del estatus metabdlico dependiente del genotipo obtenido en cada
en los polimorfismos cyp2d6*4 y cyp2d6*10. A. Numero de individuos identificados con

un fenotipo particular y B. Porcentaje de individuos clasificados por estatus metabdlico.

Los resultados muestran que un gran porcentaje de los pacientes con esquizofrenia
presentan un genotipo que los relaciona con un fenotipo de metabolizador extensivo,
mientras que solo el 4.30% pacientes presentan un fenotipo PM que pudiera asociarse

con un deficiente metabolismo de los farmacos.
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17. DISCUSION DE RESULTADOS

La esquizofrenia es una enfermedad crénica y en muchos casos discapacitante, cuyo
tratamiento se basa en aminorar los sintomas de la enfermedad, por lo que es de suma
importancia conocer los procesos biolégicos involucrados con la enfermedad, tomando en
consideracion que la calidad de vida de los pacientes con esquizofrenia depende de la
remision, o bien, el control de los sintomas es importante, conocer las bases bioldgicas
que intervienen en el metabolismo y sitio de accién de los farmacos utilizados en su
tratamiento y generalmente conocidos como antipsicoticos. EI propdsito de nuestro
estudio fue el de analizar los polimorfismos del promotor del transportador de serotonina
que interviene en la regulacién de la actividad del neurotransmisor conocido como
serotonina y de los polimorfismos del gen CYP2D6 especificamente las variantes alélicas
cyp2d6*4 y cyp2d6*10 que codifican para enzimas con actividad nula y disminuida
respectivamente y que se encuentran relacionadas con un inadecuado metabolismo de los

farmacos.

Para cumplir con los objetivos, los pacientes de estudio fueron agrupados por género y
posteriormente por el tipo de respuesta al tratamiento con cloropromazina. En los
pacientes con esquizofrenia podemos observar una mayor preponderancia del sexo
masculino (62%) con respecto a la femenino (38%), y con respecto a la respuesta
terapéutica se observd que existen proporciones similares en cada uno de los grupos, sin
embargo, un dato importante es el hecho de que el 30% de los pacientes no responden, o
bien, presentan una respuesta parcial (24%). En estos dos grupos, podemos basar el
objetivo de nuestro estudio, que se dirige a establecer una posible correlacion entre la
falta de respuesta terapéutica al tratamiento con la presencia de alguno de los

polimorfismos analizados en este estudio.
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Polimorfismo del promotor del trasportador de serotonina.

Una vez concluido el andlisis preliminar que contemplo la agrupacioén de los pacientes en
diferentes categorias se procedié a obtener los datos de las frecuencias alélicas y
genotipicas. Los resultados de la genotipificacion para el polimorfismo 5-HTTLPR de los
pacientes con esquizofrenia muestran una frecuencia alélica de 45.7% para el alelo corto
(s) y de 54.3% para el alelo largo (I). Algunos autores relacionan el genotipo s/s con una
disminucion en la expresion de la proteina (61) y por tanto, relacionado con la
desregulacion de la actividad de la serotonina y el desarrollo de trastornos de tipo mental,
de hecho, una de las teorias que hablan sobre el origen de la esquizofrenia, menciona que
una desregulaciéon en el sistema serotoninérgico puede estar relacionado con la

fisiopatologia de la enfermedad.

Los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas y genotipicas del grupo de pacientes
con esquizofrenia sometidos a estudio, fueron comparadas con las frecuencias que se
obtuvieron para un grupo de referencia denominado grupo control, conformado por
individuos sanos y previamente tipificado por el laboratorio de Genética Psiquiatrica del
Instituto Nacional de Psiquiatrica “Juan Ramén de la Fuente” (2). Los resultados de la
comparacion muestran que no existe una diferencia significativa entre el grupo control y
el grupo de pacientes con esquizofrenia, lo que nos lleva a pensar en que la presencia de
alguno de los dos posibles alelos del polimorfismo del promotor del transportador de

serotonina no se encuentran correlacionados con la enfermedad.

Estudios previos han correlacionado los polimorfismos de 5-HTTLPR del promotor del
transportador de serotonina con trastornos depresivos (64), asi como con la falta de
respuesta al tratamiento con antidepresivos (65) y/o algunos trastornos de la ansiedad
(66), por lo que resultaria interesante realizar la tipificacion de este polimorfismo en

pacientes que presentan este tipo de trastornos.
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Polimorfismos de las variantes alélicas de CYP2D6

La enzima CYP2D6 producto proteico codificado por el gen cyp2d6 es responsable del
metabolismo de 25% de los farmacos de la practica clinica actual, entre los que se
encuentran: antidepresivos (imipramina y amitriptilina), antipsicoticos (cloropromazina,

haloperidol y risperidona), beta bloqueadores (carvedilol y metoprolol), entre otros.

Debido a la presencia de 2 pseudogenes (cyp2d7 y cyp2d8) a cada lado del gen cyp2d6
durante el proceso de recombinacion se generan una gran cantidad de variantes alélicas,
en muchos de los casos estas mutaciones pueden ser inactivantes en ambos alelos del gen
cyp2d6 (22g13.1), lo que en consecuencia puede generar un amplio espectro de actividad
enzimatica que se pueden clasificar en cuatro grupos basados en la capacidad para
metabolizar los farmacos: metabolizador pobre (PM), metabolizador extensivo (EM),
metabolizador intermedio (IM) y metabolizador ultrarrapido (UM). En muchos casos la
prediccion de la actividad de esta enzima es utilizada para explicar o predecir la respuesta

en estudios con algunos medicamentos.

Las frecuencias poblacionales de las variantes alélicas de la enzima CYP2D6 han sido
determinadas en diversas poblaciones, desde el descubrimiento de los polimorfismos de
esta enzima, en la actualidad, existe un grupo que ha captado la atencion y que
corresponde a los metabolizadores pobres (PM), es decir, aquellos individuos portadores
de una enzima defectuosa que impide el correcto metabolismo de los farmacos. Es
necesario considerar que existen diferencias interindividuales en la prevalencia de los
diferentes fenotipos que pueden ser encontrados mediante la genotipificacion de CYP2D6,
pero el de mayor relevancia clinica se centra en el fenotipo de metabolizador pobre que

se encuentra en un rango de 0-2% en asiaticos (63), 5-10% en caucasicos (63).
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Polimorfismos de las variantes alélicas cyp2d6*4

En nuestro estudio se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de esta variante
alélica que se presenta cuando existen una transicion de G > A en la posicion 1934 en el
gen cyp2d6, lo que genera una mutacion en el sitio de splicing resultando una proteina
trunca y por tanto inactiva. La técnica de PCR-RFLP utilizada permitié determinar la
presencia de tres genotipos *1/*1 (G/G) que corresponde a la wild type, o bien, a la
enzima nativa y activa, lo que confiere un fenotipo de metabolizador extensivo (EM), el
genotipo *1/*4 (G/A) que confiere un fenotipo de metabolizador intermedio (IM) con un
alelo activo y otro inactivo, y por ultimo el genotipo homocigoto *4/*4 (A/A) cuyo

fenotipo corresponde a un metabolizador pobre (PM).

Los resultados de la genotipificacion de cyp2d6*4 muestran que un 78.49% presenta un
genotipo *1/*1 correspondiente a un fenotipo de metabolizador extensivo o normal, lo
que sugiere en teoria que estos pacientes no presentarian ningun problema en lo que al
metabolismo y biodisponibilidad de la cloropromazina se refiere, un 17.20% presenta un
genotipo *1/*4 considerado fenotipicamente como metabolizador intermedio (IM) en
donde uno de los dos alelos se afectado y por tanto podria relacionarse con aquellos
pacientes que mostraron una respuesta parcial al tratamiento, por ultimo un 4.30%
presenta un genotipo *4/*4 asociado con un estado de metabolizador pobre y por logica

se relacionaria con aquellos individuos que no respondieron al tratamiento.

De igual forma que con los otros polimorfismos, las frecuencias alélicas y genotipicas para
cyp2d6*4 en pacientes con esquizofrenia fueron comparadas con un grupo control de
individuos sanos y genotipificados por el laboratorio de Genética y Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Neurobiologia y Neurociencia (1). Los resultados de la comparacion
se obtuvieron calculando el estadistico de X* utilizando un nivel de significancia p<.05,

para las frecuencias alélicas se obtuvo una p= 0.17 y para las genotipicas p = 0.38, datos
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que sefialan que no existe relacion en términos estadisticos entre los pacientes con

esquizofrenia y los sujetos sanos de la poblacion general.

Polimorfismos de las variantes alélicas cyp2d6*10

Otra de las variantes alélicas de importancia clinica en el metabolismo de los farmacos
corresponde a la denominada cyp2d6*10 caracterizada por el cambio de un citosina (C)
por una timina (T) en la posicion 188, que afecta la secuencia de la proteina en el sitio de

union con el sustrato, lo deriva en una enzima con una actividad disminuida.

En el presente estudio se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas para cyp2d6*10
presentando tres genotipos: *1/*1 6 (C/C) que corresponde a la enzima nativa y activa con
un fenotipo de metabolizador extensivo o normal (EM), *1/*10 6 (C/T) que aun y cuando
uno de los alelos se encuentra afectado, este genotipo es también considerado como el
de un metabolizador extensivo y por ultimo, el genotipo *10/*10 (T/T) donde ambos
alelos se ven afectados y corresponde al fenotipo de metabolizador intermedio (IM), a
diferencia de la tipificacion de la variante alélica cyp2d6*4, aqui solamente encontramos

dos estatus metabodlicos EM y IM.

Las frecuencias genotipicas identificadas para cyp2d6*10 muestran un 75.95% de
individuos con el genotipo que corresponde a un metabolizador extensivo, resultados muy
similares a los encontrados en la tipificacion de la variante cyp2d6*4 (78.49%), lo que
puede validar el procedimiento de PCR-RFLP utilizado en la tipificacion de ambas variantes
alélicas, mientras que el genotipo *1/*10 relacionado de igual forma con un estatus
metabdlico normal se encuentran en un 18.99% de los pacientes con esquizofrenia y solo
un 5.06% de los pacientes presentaria un disminucion en el metabolismo de los farmacos

atribuido al genotipo *10/*10 y fenotipo de metabolizador intermedio.

La comparacion estadistica entre el grupo de pacientes con esquizofrenia con un grupo

control de individuos sanos tipificado por el laboratorio de Genética y Biologia Molecular
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del Instituto Nacional de Neurobiologia y Neurociencia, se obtuvieron para las frecuencias
alélicas se obtuvo una p=0.83 y para las genotipicas p = 0.059, que de igual forma que el
la variante alélica cyp2d6*4 no muestra una diferencia significativa entre los casos y

controles.

Correlacion de la frecuencia genotipica para las variantes alélicas cyp2d6*4, cyp2d6*10 y

el polimorfismo 5-HTTLPR con el género de los pacientes con esquizofrenia.

Con el propdsito de establecer si existe alguna relacion entre la presencia de alguno de los
polimorfismos genotipificados en el presente estudio con el género de los pacientes con
esquizofrenia se realiz6 la prueba de X’ a través del uso de tablas de contingencia RxC,
comparando los genotipos obtenidos para cada uno de los polimorfismos analizados con
el sexo de los sujetos. Los resultados muestran que no existe relacion alguna entre los
polimorfismo cyp2d6*4, cyp2d6*10 y 5-HTTLPR con el género de los pacientes con

esquizofrenia, (p mayor a 0.05).

Correlacion de la frecuencia genotipica para las variantes alélicas cyp2d6*4, cyp2d6*10 y

el polimorfismo 5-HTTLPR con el género de los pacientes con esquizofrenia.

Recordando los resultados mostrados en la tabla 16, podemos darnos cuenta de que un
30% de los pacientes, es decir, aproximadamente 30 pacientes no respondieron al
tratamiento. Si correlacionamos estos datos con la frecuencia de metabolizadores pobres
(PM) identificados en el presente estudios para la variante alélica cyp2d6*4 que es la
Unica que contempla un genotipo que establece este fenotipo y cuya frecuencia del 4.30%
en los pacientes, podemos pensar en que no existe relacion entre la presencia de este
polimorfismo y la respuesta al tratamiento, lo cual, fue posteriormente comprobado al
establecer la correlacion entre el genotipo de esta variante alélica y la respuesta

terapéutica, (p= 0.59), de las misma no existe correlacion entre la presencia de la variante
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alélica y/o el polimorfismo 5-HTTLPR con la respuesta terapéutica al tratamiento,

resultados mostrados en las tablas 21, 25y 31.

Estado metabdlico determinado para los pacientes con esquizofrenia.

Estudios previos sefialan que en poblacién mexicana al 10% de los individuos presenta un
fenotipo EM (1), mientras que los resultados del presente estudio muestran que un 4.30%
de los pacientes presentan un genotipo asociado con un fenotipo PM y mas 75% de los
pacientes muestran un genotipo en el que prevalece un estatus metabdlico normal o
fenotipo EM, es necesario considerar que un genotipo que se asocia con el estado de PM
no es condicionante de que el farmaco no se metabolice o se elimine, no hay que perder
de vista que un individuo que presenta un genotipo de metabolizador pobre puede
recurrir a otras vias metabdlicas para eliminar los farmacos y entre ellos podemos
mencionar a los genes MDR vy la glicoproteina P-gp, lo cual muy seguramente ocurre dados
los resultados de nuestro estudio, ya que aproximadamente un 30% de los pacientes
genotipificados no responde al tratamiento aun y cuando puede presentar un genotipo
asociado con un estatus de metabolizador extensivo o normal, lo que sugiere que existen
otros factores relacionados con la eficacia terapéutica de los antipsicéticos y que pueden
ser ajenos a los dos polimorfismos tipificados en este estudio, como es el caso, en el que
muchos de los medicamentos que no pueden ser metabolizados por CYP2D6, recurren a

otras enzimas de la misma familia del citocromo P450 para ser biotransformados.

84



18. CONCLUSIONES

1. Para el polimorfismo del transportador de serotonina (5-HTTLPR) se determind
que el alelo largo (I) es el més frecuente con un presencia del 54.3% en los
pacientes con esquizofrenia, mientras que el genotipo mas frecuentes corresponde

al heterocigoto (s/l) con una frecuencia del 44.90%.

2. La variante alélica cyp2d6*4 se identifico que este alelo en un 12.90% de la
poblacién de pacientes con esquizofrenia, y el 78.49% de los pacientes presenta un

genotipo asociado con la presencia de la forma nativa para CYP2D6.

3. La variante alélica cyp2d6*10 se encuentra presente en 14.20% de los pacientes
con esquizofrenia y siendo el genotipo més frecuente encontrado *1/*1 que

corresponde a una enzima con actividad normal,

4. No se identificé una correlacion entre la presencia de los polimorfismos 5-HTTLPR,
cyp2d6*4 y cyp2d6*10 con el género de los pacientes sujetos a estudio y la
respuesta  terapéutica al tratamiento con un féarmaco antipsicotico

(cloropromazina).
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Entre el 75 — 90% de los pacientes presentan un genotipo asociado con un estado
de metabolizador extensivo (EM), mientras que de un 5-17% con el estado de
metabolizador intermedio (IM) y solo un 4.3% con el estado de metabolizador

pobre.

Con base en los resultados no podemos establecer una correlacion entre la
presencia de alguno de los polimorfismo identificados en este estudio (5-HTTLPR,
cyp2d6*6 y cyp2d6*10) con el género y/o la respuesta terapéutica al tratamiento
con antipsicoticos en los pacientes con esquizofrenia, lo que sugiere que existen
otros factores bioldgicos que pueden estar relacionados con la eficacia terapéutica
de los antipsicéticos, los cuales pueden ser ajenos a los polimorfismos

identificados en el presente estudio.

Se establece que no existe una diferencia significativa entre las frecuencias alélicas
y genotipicas para los polimorfismos 5-HTTLPR, cyp2d6*4 y cyp2d6*10, entre el
grupo de pacientes con esquizofreniay los grupos control genotipificados por otros

laboratorios en poblacién mexicana.
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19. Apéndice |

Grafico 2. Representacion de las frecuencias alélicas del polimorfismo del promotor del

transportador de serotonina (SLC6A4) en pacientes con esquizofrenia.

Frecuencias Alélicas del Promotor del
del Transportador de Serotonina.

(s) ()

Esquizofrenicos

Grafico 3. Representacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo del promotor

del transportador de serotonina (SLC6A4) en pacientes con esquizofrenia.

Frecuencias Genotipicas del promotor
del Transportador de Serotonina.

Esfs s/l mlfl

 32.26%

Esquizofrenicos
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Grafico 4. Comparacion de las frecuencias alélicas del polimorfismo del promotor del

transportador de serotonina (SLC6A4) en casos y controles.

Frecuencias alelicas para slc6a4
Casos vs. Controles.

Esquizofrenicos Controles

Grafico 5. Comparacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo del promotor del

transportador de serotonina (SLC6A4) en casos y controles.

Frecuencias genotipicas para slc6a4.
Casos vs. Controles

ms/s s/l ml/l

| 30.68%

Esquizofrenicos Controles
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Grafico 6. Representacion de las frecuencias genotipicas para 5-HTTLPR agrupadas por

género, comparando genotipo vs. género.

Frecuencias genotipicas para slc6ad por género.
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19.23%
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Grafico 7. Representacion de las frecuencias genotipicas para 5-HTTLPR agrupadas por

respuesta terapéutica, comparando genotipo vs. respuesta.

Frecuencias genotipicas de slc6a4 vs. respuesta terapéutica.

% Responde R. parcial # Sin respuesta

SS SL LL
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Grafico 8. Representacion de las frecuencias alélicas para la variante alélica cyp2d6*4 del
gen cyp2d6 en pacientes con esquizofrenia.

Frecuencia Alélica para la variante alélica cyp2d6*4

B*1 o *4

Esquizofrenicos

Grafico 9. Representacion de las frecuencias genotipicas para la variante alélica cyp2d6*4

del gen cyp2d6 en pacientes con esquizofrenia.

Frecuencia genotipicas para la variante alélica cyp2d6*4
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Grafico 10. Comparacion de las frecuencias alélicas de la variante alélica cyp2d6*4 del gen

cyp2d6 en casos y controles.

Frecuencias Alélicas CYP2D6*4
Casos vs. Controles B*1 %4

Esquizofrenicos Controles

Grafico 11. Comparacion de las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*4 del

gen cyp2d6 en casos y controles.

Frecuencias genotipicas cyp2d6*4
Casos vs. Controles

w*1/*1 *1/*4 @ *4/*4

Esquizofrenicos Controles
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Grafico 12. Representacion de las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*4

del gen cyp2db6agrupadas por género, comparando genotipo vs. género.

Frecuencias gentipicas cyp2d6*4 por género.

w *1/*1 *1/*4 *4/*4

Hombre Mujeres

Grafico 13. Representacion de las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*4

del gen cyp2d6 agrupadas por respuesta terapéutica, comparando genotipo vs. respuesta.

Frecuencia genotipica para cyp2d6*4 vs. respuesta

& Responde R. parcial % No responde

s 90,32%

*1/*1 *1/*4 *4/*4
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Grafico 14. Representacion de las frecuencias alélicas para la variante alélica cyp2d6*10

del gen cyp2d6 en pacientes con esquizofrenia.

Frecuencia Alélica para cyp2d6*10

Esquizofrenicos

Grafico 15. Representacion de las frecuencias genotipicas para la variante alélica

cyp2d6*10 del gen cyp2d6 en pacientes con esquizofrenia.

Frecuencias genotipicas cyp2d6*10
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Grafico 16. Comparacion de las frechencias alélicas de la variante alélica cyp2d6*10 del

gen cyp2d6 en casos y controles.

Frecuencias alélicas para cyp2d6*10
Casos vs. Controles.

E*1 - *10

12,96%

Esquizofrenicos Controles

Grafico 17. Comparacion de las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*10

del gen cyp2d6 en casos y controles.

Frecuencias genotipicas para cyp2d6*10
Casos vs. Controles.

®*1/*1 *1/*10 ® *10/*10

Esquizofrenicos Controles
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Grafico 18. Representacion de las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*10

del gen cyp2d6 agrupadas por género, comparando genotipo vs. género.

Frecuencias genotipicas para cyp2d6*10 por género.

®*1/*1  *1/*10 = *10/*10

Hombre Mujeres

Grafico 19. Representacion de las frecuencias genotipicas de la variante alélica cyp2d6*10

del gen cyp2d6 agrupadas por respuesta terapéutica, comparando genotipo vs. respuesta.

Frecuencias genotipicas para cyp2d6*10 vs. respuesta

& Responde R. parcial & Sinrespuesta

76,67% 1917% § 53,87% |
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20. Apéndice Il
Reactivos utilizados y su preparacion
Acetato amonio, 10M

Disolver 385.4 g de acetato de amonio en 150 ml de agua destilada. Aforar a 500 ml con

agua destilada.
Acetato de sodio, 3M

Disolver 408 g de acetato de sodio 3H,0 en agua destilada. Ajustar el pH a 5.2 con acido

acético 3 M. Aforar con agua destilada all.
Acetato de sodio 1 M, pH 5.2 (100 ml)

Disolver 13.6 g de acetato de sodio trihidratado en 80 ml de agua destilada o desionizada.
Ajustar el pH a 5.2 adicionando 4cido acético glacial (aproximadamente 2 ml). Ajustar el

volumen final a 100 ml. Esterilizar con autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.
Agarosa al 2%y 3%

Disolver 2 g 6 3 g de agarosa en 98 ml de agua bidestilada. Adicionar a la solucion 2 ml de
TAE 50X, homogeneizar y disolver la agarosa en horno microondas o en bafo Maria.
Asegurarse que todas las particulas de agarosa se fundan completamente, para facilitar
los fragmentos del ADN durante el corrimiento se puede adicionar bromuro de etidio a

una concentracion de 0.5 ml/ ml en el gel.
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Amortiguador de carga para electroforesis (loading solution)

0.25% azul de bromofenol; 0.25% de xilencianol; 30% p/v glicerol; 10 ml de EDTA 25 mM.
Adicionar 3 g. de glicerol a una probeta. Llevar a 9.5 ml. con agua destilada. Adicionar 0.5
ml. de 0.5 M EDTA. Disolver 25 mg. de azul de bromofenol y 25 mg. de xilencianol en

solucion. Almacenar de 2 a 8°C.

Amortiguador de electroforesis stock TRIS-acetato (TAE) 50X

Preparar:
Reactivo Cantidad Concentracion final
Tris base 242 g 19M
Acido acético glacial 571 ml 57.1%
EDTA 0.5M pH8.0
Al=Np 100 ml 0.05M
Completar con 1 L de agua bidestilada
Amortiguador TE

Tris-HCl 10 mM; EDTA 0.1mM, pH 8.0 (1L). Mezclar 10 ml de Tris-HCl, pH 8, 0.2 ml. de
EDTA 0.5 My 990 ml. de agua destilada o desionizada. Fraccionar en frascos de 100 ml. y

esterilice con autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.

Azul de bromofenol, solucién

20 ml de glicerol; 4 mg de Azul de bromofenol. Aforar a 100 ml con agua destilada.
Cuando la solucidn se encuentra saturada, algunos sélidos de azul de bromofenol se hacen

visibles.
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Solucion “stock” de bromuro de etidio (10 mg/ml)

Pesar 100 mg de bromuro de etidio en 10 ml de agua bidestilada. Forrar el recipiente con

papel aluminio u otro que impida el paso de la luz.
Bromuro de etidio 1 mg/ml (100 ml)

Utilizar guantes y mascarilla cuando lo pese. Adicionar 0.1 g de bromuro de etidio a 100 ml
de agua destilada o desionizada. Agitar sobre un agitador magnético por varias horas para
disolver el colorante. Cubrir el contenedor con papel aluminio o transferirlo a un bote

ambar. Almacenar de 2-8°C.
Solucion de trabajo de bromuro de etidio (1 pg/ml)

Diluir 100 pL de bromuro de etidio a partir de la solucién “stock” en 100 ml de agua

bidestilada. Cubrir el recipiente con papel aluminio u otro que impida el paso de la luz.

PRECAUCION: EI bromuro de etidio es un mutdgeno potencial, cancerigeno vy

moderadamente toxico, manéjelo con sumo cuidado.
Acido etilendiamino tetraacético (EDTA) 0.5M

Disolver 186.1 g de disédico dihidratado (Na,EDTA.2H,0) en 700 ml de agua destilada.
Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 10 M (aproximadamente 50 ml). Aforar con H,0a 1 L.

EDTA 0.5M, pH 8.0 (1L)

Lentamente adicionar 186.1 g de EDTA Na,EDTA.2H,0 a 800 ml de agua destilada o
desionizada. Agitar vigorosamente sobre un agitador magnético. Ajuste el pH a 8.0

adicionando NaOH en lentejas (aproximadamente 20 g). NOTA: El EDTA no se disolverd si
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no se ajusta el pH. Afore a 1 L con agua destilada y desionizada. Esterilizar con autoclave.

Almacenar a temperatura ambiente.
NaOH 10M, 10 N (1L)

Lentamente disolver 400 g de lentejas de NaOH en 800 ml de agua destilada o
desionizada. Enfriar a temperatura ambiente. Ajuste el volumen a 1 L. Almacenar a

temperatura ambiente.
PRECAUCION: El hidréxido de sodio es cdustico y esta reaccion genera calor.
Tris-HCI, pH 8.0 (1L)

Disolver 121.1 g de Tris base en 800 ml de agua destilada o desionizada. Ajuste el pH a 8.0

a temperatura ambiente agregando HCl concentrado (aproximadamente. 45 ml)

NOTA: Muchos tipos de electrodos no miden exactamente el pH del amortiguador Tris;
asegurandose de obtener los electrodos adecuados para el ajuste del pH del amortiguador
Tris, ajustar el volumen final a 1 L con agua destilada o desionizada. Esterilizar con

autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.
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