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Prélogo

Esta segunda monograffa que presentamos, referida a la toxicologia clinica y
las drogodependencias, pertenece, al igual que la publicada en 2009 sobre me-
tadona, a la coleccién Docencia Universitaria, Serie de Ciencias Biomédicas, y
pretende introducir al lector universitario, o profesional de ciencias de la salud
en un tema de absoluta actualidad como es la relacién de los citocromos im-
plicados en el metabolismo de sustancias, tanto endégenas como exdgenas,
con la evolucién en la terapéutica del paciente y con su salud en general.

A medida que los nuevos avances cientificos y biotecnolégicos nos permi-
ten conocer el mecanismo intimo de accién de los farmacos, asi como de su
fisiopatologia molecular, somos capaces de detectar nuevos biomarcadores,
determinantes, no solo para evitar efectos adversos, sino también para tomar
decisiones en los protocolos de tratamiento personalizados a cada paciente.

Los avances en el conocimiento sobre el metabolismo de farmacos, espe-
cialmente en fase I, ponen en evidencia la gran importancia que adquiere el
mejor conocimiento de la intervencién del CYP-450, sus diferentes familias y
subfamilias, asi como los polimorfismos asociados. Todo ello comienza a insi-
nuar nuevas y futuras aplicaciones de uso clinico, que a buen seguro tendrdn
una importante repercusién socio sanitaria.

La monografia se ha estructurado en una sucesién de capitulos en los que
se tratan los aspectos mds importantes del tema en cuestién, realizando una
revisién bibliografica actualizada, para poder ofrecer los dltimos avances en
este campo. Aun asi, debido a la elevada complejidad del tema, asi como a la
evolucion cientifica constante en el mismo, consideramos esta revisién como
una introduccién a la inmensidad del problema.

La unidad de farmacia de CASTA Arévalo, ha pretendido aportar desde
sus inicios, no solo la cobertura farmacolégica necesaria para los tratamientos
de sustitutivos opidceos de los centros dependientes del instituto de adicciones
de Madrid Salud, sino también avances sustanciales, tanto desde el punto de
vista técnico, como también desde otras perspectivas como la formacién, par-
ticipacién en congresos y seminarios cientificos, y publicaciones de revisién
como la que nos ocupa.

La estrecha colaboracién con instituciones como la Fundacién Tejerina, gra-
cias a los acuerdos suscritos en 2009, ha propiciado, entre otras cosas, que

fuéramos capaces de ofrecer una unidad de farmacia viva, convirtiéndola, gra-



Prologo

cias al esfuerzo de todos, en un apoyo indiscutible en la gestién integral del
paciente drogodependiente.

No podemos terminar este prélogo sin agradecer a todas los colaboradores
que han participado de alguna manera en la edicién de esta monografia, al
Instituto Universitario de Investigacion en Neuroquimica (UCM), a la Funda-
cién Tejerina, al Instituto de Adicciones de Madrid Salud, a la Cdtedra Roche-
UCM de Diagnéstico e Innovacién, a la Cétedra Florencio Tejerina-Universi-
dad Europea de Madrid, y por supuesto a los profesionales tanto de la Unidad
de Farmacia de CASTA Arévalo, como de CASTA Guadarrama.

Esperamos que esta monografia, como las demads, cumpla el objetivo de ser
de utilidad para los universitarios y profesionales de ciencias de la salud, en

el contexto del nuevo Espacio Europeo de Educacién Superior.

FERNANDO BANDRES MOYA
EvA ARRIBAS ARBIOL



Generalidades del citocromo P450

1. Introduccién

El descubrimiento del citocromo P450 se remonta a la década de los afios 50,
en la que comenzaron a estudiarse unos pigmentos encontrados en células
hepdticas, a los que se les denominé citocromos, del griego citos (kvrog «hueco»,
«recipiente», «urna» —en biologia célula—) y croma (yp@ua «color»). A princi-
pios de esta década Martin Klingenberg, investigador aleman, observé duran-
te sus estudios con el citocromo b5, la presencia de un pigmento unido al
monoxido de carbono con una banda de absorbancia maxima a 450nm de lon-
gitud de onda. ;Podria ser una hemoproteina?. Sin embargo, esta caracteristica
no era propia de las hemoproteinas tipo Protoporfirina IX que se conocian
hasta el momento (1) .No seria hasta 1964 cuando Omura y Sato (2), identifican
la naturaleza hemoproteica de este pigmento, que se encontraba presente en
los microsomas hepadticos de diferentes especies de mamiferos y que tras ser
reducido por NADPH, era capaz de unirse al CO, mostrando un caracteristico
pico de absorbancia en el espectro UV a 450 nm (pico de Soret). Por este mo-
tivo a esta hemoproteina se la denominé citocromo P-450 (P por pigmento y 450
por su pico de absorbancia en el UV).

Se encuentra ampliamente distribuido en animales, plantas y protistas (3),
y existe en la naturaleza desde antes de la divisiéon entre organismos eucario-
tas y procariotas (4).

Pronto se relacioné su actividad con el metabolismo de gran niimero de xe-
nobiéticos como drogas, pesticidas, procarcindégenos, anestésicos, solventes or-
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gdnicos, etc., asi como de algunas sustancias endégenas como colesterol, dcidos
biliares, esteroides, vitaminas liposolubles y dcidos grasos. Se vié que presenta-
ba una amplia distribucién entre distintas especies, desde bacterias hasta mami-
feros, asi como dentro de un mismo organismo, estando presente en una gran
variedad de tejidos como rifién, pulmén, piel, intestino, corteza adrenal, testicu-
los, placenta y otros, aunque es particularmente activo en el higado (5).

En organismos eucariotas se ha detectado practicamente en todas las mem-
branas subcelulares (6, 7), siendo la mitocondria, y principalmente el reticulo
endopldsmico las fuentes mds importantes (8, 9).

En las bacterias, los citocromos no tienen una asociacién a membrana y se

solubilizan f4cilmente (10, 11).

Nucleo

Cisternas

Envolutura nuclear

Ribosomas

Reticulo endoplasmico rugoso

Reticulo endoplasmico liso

Los citocromos P450 son miembros de una superfamilia de hemoprotei-
nas que activan dioxigeno para catalizar la oxidacién de hidrocarburos in-
activados mediante la siguiente reaccién (el ciclo catalitico se verd mas ade-
lante) (12):

R-H + O, + NADPH + H* = R-0O-H + H,0 + NAD (P)*



Generalidades del citocromo P450

Se han identificado mds de 7.700 secuencias de P450 distribuidas en 866
familias. 2.740 secuencias se encuentran en animales y 2.675 en plantas (14),
aunque estos datos se encuentran en continua evolucién (figura 3).

Siguiendo las recomendaciones de un comité de nomenclatura, los P450 se
nombran segin la identidad de la secuencia de aminodcidos. Los P450 perte-
necientes a una misma familia comparten el 40% de identidad, los pertenen-
cientes a una subfamilia comparten como minimo el 55% (13), mientras que la
identidad de la secuencia en las especies ronda el 15%.

Presentan una amplia versatilidad funcional, siendo capaz de catalizar una
gran cantidad de procesos y unirse a un namero elevado de sustratos (14).

Entre las reacciones catalizadas por este citocromo se encuentran principal-
mente reacciones de oxidacion (N-oxidaciones, S-oxidaciones, epoxidaciones),
hidroxilaciones aromdticas y alifdticas, desalquilaciones, desulfuraciones, des-
aminaciones y deshalogenaciones. Este gran nimero de reacciones metabdli-
cas hace que el citocromo P450 sea una herramienta fundamental en la com-
prensién de la respuesta individual a los farmacos, ayuddndonos a comprender
mejor determinados efectos beneficiosos, o adversos que pudieran ocurrir en

un paciente.

CYP450 humanos
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Como ya se ha mencionado en pdrrafos anteriores, los citocromos P-450
constituyen una superfamilia de hemoproteinas que pueden encontrarse en
numerosas especies (bacterias, hongos, plantas, insectos, nematodos, peces,
aves, mamiferos), para los que se supone un origen comun (14). Algunos cito-
cromos P-450 son comunes a varias especies (por ejemplo, CYP1A2 y CYP2E1
presentes en diferentes mamiferos y roedores) y otros son caracteristicos de
una especie en particular como es el caso del CYP2A6 o CYP3A4 exclusivos
del hombre (15). En cualquier caso, cada especie presenta su propio patrén de
citocromos P-450. Estos enzimas se han utilizado como instrumentos para es-
tudios filogenéticos. En este sentido, la informacién obtenida tras el andlisis de
la homologia de los genes que codifican los citocromos P-450 en diferentes
especies ha permitido la generacién de mapas de la evolucién de dichas espe-

cies y las relaciones existentes entre las mismas (16).
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En general el citocromo P450 de eucariotas tiene un peso molecular de
unos 50 a 60 kD. La concordancia en la secuencia de aminodcidos entre los
diferentes citocromos P450 viene siendo inferior al 20% en algunos casos
(17), aunque el extremo C-terminal de la molécula presenta una conserva-
cién de las secuencias de aminodcidos entre los distintos citocromos P450
mayor que la regién N-terminal, siendo las secuencias intermedias las que
presentan un menor grado de concordancia; de tal forma que un 30%
de identidad de la secuencia en la zona intermedia puede considerarse
como significativa, mientras que un 50% de correlacién en la regién C-ter-
minal podria considerarse como baja. No obstante, en los estudios de cris-
talizacién de proteinas se ha podido observar que existe una elevada con-
servacion en la topograffa y estructura tridimensional de los citocromos
P450 (18).

En cuanto a su localizacién, podemos decir que presentan una amplia dis-
tribucién en el organismo, estando presentes en la préctica totalidad de los
tejidos de mamiferos, presentdndose en ellos uno o mads citocromos diferentes,
si bien son especialmente abundantes en higado e intestino delgado. En el
interior celular se localizan en diversos orgdnulos celulares, aunque principal-
mente lo hacen en condriosomas y reticulo endoplasmaético liso.

2. Estructura del citocromo P450

En las estructuras cristalinas del enzima libre, disponibles hasta el momento
se observa un grupo hemo (figura 5), en el cual el hierro se encuentra unido a
un grupo tiol (-SH) de una cisteina y a una molécula de agua (19).

La estructura secundaria del P450 consiste en aproximadamente 12 alfa
hélices, de las cuales las hélices I y L, altamente conservadas, estdn en con-
tacto directo con el grupo hemo (12). La hélice I contiene también residuos
criticos implicados en el suministro de protones a los intermediarios hidro-
peroxo y peroxo del ciclo catalitico (12). La zona del nucleo estd constituida
por cuatro hélices (D, ¢E, ol y L), hélices ] y K, dos ldminas S, y una es-
piral denominada meander loop (serpentina) (12) (figura 6). Abarca entre
7-10 residuos de aminodcidos y se supone que juega un papel en la unién
del grupo hemo, y en la estabilizacién de la estructura terciaria de la protei-
na (20).

II
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Existen seis regiones denominadas SRSs (substrate recognition sites), involu-
cradas en el reconocimiento y unién de sustratos, que por lo tanto determinan
la especificidad de los mismos (21).

De un modo resumido, vemos que la molécula del enzima estd constituida
por una combinacién de regiones a-hélice y de hojas (laminas f), fundamen-
talmente en la region de la proteina que rodea al grupo hemo (figura 7), mien-
tras que las regiones mds variables son las que constituyen los lugares de an-
claje a la membrana o de unién y reconocimiento de sustratos (22). La alta
conservacién de la regién del hemo, que se corresponde con el centro cataliti-
co del enzima, refleja un mecanismo comtn de transferencia de electrones y
de protones y de activacion de oxigeno (23). El enzima permanece anclado a
la membrana a través de una hélice hidrofdbica cercana al extremo N-terminal,
por lo que la mayor parte de la proteina se sitia en la cara citosélica de la
membrana (24). Esta hélice transmembrana estd seguida, por regla general,
por una serie de aminodcidos bdsicos cuyos residuos interaccionan con las
cargas negativas de los lipidos de la membrana (14).
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Como puede observarse en la figura 8, esta hemoproteina se encuentra
relacionada con una segunda proteina de membrana, la NADPH-citocromo
P450 reductasa en una relacién aproximada de 10:1 (10 moléculas de cito-
cromo P450 por cada una de reductasa); esta reductasa posee el complejo
FAD/FMN capaz de trasferir los electrones necesarios para la reaccién oxi-
dativa producida en el citocromo P450, aunque estos electrones también
pueden provenir desde el citocromo b5, que facilita su trasferencia desde el
NAD(P)H.

3. Citocromo P450. Nomenclatura y distribucion

Desde los afios 50 hasta finales de los 80, los enzimas se nombraban en funcién
de la reaccién que catalizaban o de su inducibilidad, lo que provocé que un
mismo citocromo P-450 tuviese diferentes nombres dependiendo del laborato-
rio donde habia sido aislado. A finales de los afios 80 el elevado nimero de
citocromos P-450 conocidos hizo que la comunidad cientifica se planteara la
necesidad de establecer unos criterios de nomenclatura que evitaran posibles
ambigiiedades (14).

—NADPH

Citocromo b
XX

i

I st

Citocromo
P450
reductasa
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Asf, en 1987 se establecieron los principios del sistema de nomenclatura y
clasificacién que se utiliza hoy en dia, los cuales obedecen a criterios filogené-
ticos y se basan en la identidad de la secuencia de aminodcidos en las cadenas
polipeptidicas de los diferentes enzimas (25). Segun este criterio, los P-450 se
identifican con las siglas CYP seguido de un ntimero que designa la familia,
una letra que identifica la subfamilia y otro ntimero que se corresponde con el
gen (por ejemplo, CYP1A1, CYP2C9). Con este sistema de nomenclatura que-
dan totalmente identificados todos los citocromos P-450, tanto procariotas
como eucariotas.

CYP 3 A 4

Citocromo Familia Subfamilia  Individuo
> 40% >55% >3%

En una misma familia se agrupan aquellos enzimas cuya secuencia de ami-
nodcidos tiene una similitud mayor del 40%, independientemente de la espe-
cie de procedencia. Dentro de una familia los citocromos P-450 se agrupan en
diferentes subfamilias que, siempre que haya mds de una, se denominan co-
rrelativamente empezando siempre por la letra A (por ejemplo, CYP2A,
CYP2B, CYP2C, etc.). En este caso, el requisito para que dos citocromos P-450
pertenezcan a la misma subfamilia es que tengan una homologia en la secuen-
cia de aminodcidos superior al 55%. Asi, una concordancia superior al 40% en
la secuencia de aminodcidos se darfa en citocromos pertenecientes a una mis-
ma familia; si la concordancia fuese superior al 55%, estarfamos hablando de
miembros de una misma subfamilia.

Por ultimo, dentro de la misma subfamilia, los enzimas individuales se
designan segtin niimeros empezando siempre por el 1 (por ejemplo, CYP1Al,
CYP1A2), teniendo en cuenta que dos citocromos P-450 se consideran como
diferentes siempre y cuando sus respectivas secuencias difieran en mds de
un 3%.

Actualmente se conocen 57 genes y mas de 59 pseudogenes divididos en
18 familias de genes y 43 subfamilias (13).

I5
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4. Clasificacion

Dependiendo de la forma en la que captan los electrones del NADPH, los

enzimas P450 pueden clasificarse en cuatro clases:

* Clase I: Se encuentran en las membranas mitocondriales de bacterias
y eucariotas. Reciben los electrones de la ferredoxina que se reduce
gracias a la accion de la ferredoxina reductasa (19). Catalizan diferen-
tes pasos en la biosintesis de hormonas esteroideas y la vitamina D3 en

mamiferos (16).

* Clase II: Son las mas comunes en eucariotas. Se encuentran ancladas a
la cara externa del reticulo endopldsmico (ER) por los residuos amino
terminales (16). Reciben los electrones directamente del NADPH depen-
diente de CYP P450 reductasa (CPR), que es una diflavoproteina FAD/
FMN (19).
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(o] "|| 0
H3C N - H3C N
X NH 2H 2¢ | NH
N
H3C rlv N H3C nll N o
R R H
FAD/FMN FADH »/FMNH;

* Clase III: no requieren un donador de electrones, son autosuficientes.
Catalizan las reacciones de deshidratacién de alquil-hidroperéxidos y
alquil-peréxidos inicialmente generados por dioxigenasas (26).

e Clase IV: reciben los electrones directamente del NADPH (19).

o
X NH, +H'+2e
-
N+
|
R
NAD'/NADP" NADH,/NADPH,

Las enzimas de clase I y II, de todos los organismos participan en la detoxi-
ficacion, o en algunos casos activacién, de xenobidticos. Se ha demostrado que
tienen contribucién en los procesos de carcinogénesis, y son determinantes en
el metabolismo, tolerancia, selectividad y compatibilidad, de drogas y pestici-
das (27, 28, 29, 30).

Las clases III y IV pueden considerarse como los restos mds ancestrales de
las formas de los P450 involucradas en la detoxificacién de especies de oxige-

no activo (16).

17
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5. Mecanismo de accion

Con el fin de eliminar los xenobidticos, en el organismo se producen reaccio-
nes de Biotransformacion (tabla 2), encaminadas a incrementar la hidrofilia de
estas moléculas para facilitar su rapida excrecién. Estas reacciones se pueden
diferenciar en reacciones de Fase I y Fase II. En las reacciones de Fase I se
produce una modificacién del xenobidtico por oxidacién, reduccién o hidroli-
sis, dando lugar a la aparicién de grupos polares en la molécula, lo que se
traduce en un aumento de su hidrosolubilidad y por tanto una mayor facili-
dad para su excreciéon. En las de Fase II, el sustrato, que puede tratarse tanto
de un xenobiético como un metabolito proveniente de una reaccién de Fase I,
se conjuga con una sustancia endégena, lo que facilita su transporte en el or-
ganismo y su posterior excrecién.

Los P450s, asi como otras enzimas, también pueden activar profarmacos u
otras sustancias quimicas, pudiendo incluso dar lugar a productos reactivos
que pudieran dafar la célula (32).

En la figura 10, puede verse claramente como queda demostrada la im-
portancia en la variabilidad de los niveles de P450. En la mayor parte de
la poblacién, al administrar una dosis de un medicamento, se observa un
patrén farmacocinético como el que se muestra en la parte superior del
dibujo, y que mantiene el efecto farmacoldgico en el rango deseado (meta-
bolizador extensivo). En la parte de abajo del dibujo se muestra lo que
ocurrirfa en un metabolizador pobre, en el que tras sucesivas dosis del
farmaco, se produce un efecto acumulativo del mismo, pudiendo producir-
se efectos indeseables (33).

9
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Las enzimas del citocromo P450 son las que mds frecuentemente se en-
cuentran involucradas en el metabolismo de xenobiéticos, junto con las UDP

(uridin difosfato) glucuronil transferasas y esterasas (33, 34) (figura 11).
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Una de las caracteristicas importantes en relacién con el metabolismo, es
que un mismo sustrato puede ser inducido por diferentes citocromos P450, lo
que nos da como resultado la formacién de diferentes metabolitos (http:/ /ci-

tocromop450.com / citocromos-p450-funciones/) (figura 12).

24s-hidroxicolesterol
HO

CYP 46A1 e OH
3 - H3C,
cerebro y retina H3C 9 HsC
H3C
— CH (CH2)3 (CHp)
cHa o 3 CH3 (CHy)3
e cH
Ch3 CYP 11A1 E
-
CYP 27A1
Tejido
esteroidogénicos muy difundido
WG y retina HO
Pregnolona COLESTEROL 27-hidroxicolesterol
CYP 7A1 BN
higad e ’
gaco (CHy)3

CH3

HO

7a-hidroxicolesterol

A continuacién, se expone una tabla resumen con las principales reaccio-
nes de biotransformacién. Tanto las reacciones de hidrélisis como las de oxi-
dacién, corresponderian a Fase I del metabolismo, y las de glucuronoconjuga-

cién, sulfonacién y acetilacién, a Fase II.
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Reaccion

1. Reacciones oxidativas

N-Desalquilacion

0-Desalquilacion

Hidroxilacion

alifatica

Hidroxilacion
aromatica

N-Oxidacion

S-Oxidacion

Desaminacion

RNHCH; —> RNH; + CH,;0

ROCH; ——= ROH + CH,0

(l)H
RCH,CH3 —> R—CH-CH;

oI

RNH, —= RNHOH

R’ R’
NH — N—OH
R R
1 1
R\ R
/S —> S=0
R R
P i
R—CH—CH3 —> R—?—CHg —> R—C—CHs3 =+ NH3

NH; NH;

2. Reacciones de Hidrdlisis

22

(0]
1l 2 1 2
R—C—0O-R® —> R COOH +R°OH
(@)

I
R—C—NHR® —> R'COOH +R°NH,

Ejemplo

Imipramina, diazepam,
codeina, eritromicina, morfina,
tamoxifeno, teofilina

Codeina, indometacina,
dextrometorfan

Tolbutamida, ibuprofeno,
pentobarbital, meprobamato,
ciclosporina, midazolan

Fenilhidantoina, fenobarbital,
propranolol, fenilbutazona,
etinilestradiol

Clorfeniramina, dapsona

Guanetidina, quinidina,
acetaminofén

Cimetidina, clorpromazina,
tioridazina

Diazepam, anfetamina

Procaina, aspirina, clofibrato

Lidocaina, procainamida,
indometacina
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Reaccion Ejemplo

3. Reacciones de Conjugacion

COOH

Glucurono- Acetaminofén, morfina,
conjugacion diazepam
Sulfonacién Acetaminofén, esteroides,
metildopa
PO, “OH
PO, “OH
CoAS RNH e
Acetilacion >:O +RNH, —> >:O + CoA-SH Sulfonamida, isoniazida,
HsC HsC dapsona, clonazepam

Es también caracteristico del citocromo P450 su capacidad de inducibilidad
por sus propios sustratos, observandose que sujetos tratados con ciertos far-
macos, desarrollan una tolerancia a los mismos, de forma tal que es necesario
incrementar las dosis de estos para obtener la misma accién terapéutica. Este
hecho fue constatado en estudios con animales de experimentacién y se com-
probé la existencia de tipos o grupos de inductores que actuaban de forma
selectiva sobre diferentes enzimas P-450 (36).

Tal como se muestra en la figura 13, los P450 siguen un ciclo de reaccién
generalmente aceptado. El estado de reposo del citocromo presenta un grupo
hemo de bajo spin hexacoordinado (6¢-Ls) [1]. El sexto ligando axial es una
molécula de agua unida débilmente. La unién del sustrato desplaza el ligando
del agua para obtener un grupo hemo de alto spin pentacoordinado-estado
funcional- (5¢-Hs) [2]. El cambio de bajo spin a alto spin provoca en general
un aumento de potencial redox del hemo, que facilita la transferencia de elec-
trones de su pareja redox al P450. En este momento, el P450 férrico 5c-Hs se
reduce mediante su pareja redox, para producir hemo ferroso [3], al que se une
el oxigeno para producir un intermedio oxiferroso [4]. P450 oxiferroso es el
primero de una serie de intermediarios «oxi» que conducen a la acticvacién
del dioxigeno. El segundo electrén se transfiere en este momento desde la
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Hydroperoxo P450 : \ ‘
Reductase

Peroxo P450 § — or Cyt-b5

pareja redox al intermediario oxiferroso, para obtener un intermedio peroxo
[5], que posteriormente se protona dando un intermedio hidroperoxo [6]. Para
finalizar se produce la ruptura heterolitica del enlace O-O, con la formacién
del intermedio oxiferrilo altamente reactivo denominado Compuesto I por
analogia con el grupo hemo de las peroxidasas (12).

A continuacién exponemos grdficamente el ciclo catalitico del citocromo
P450 tal como se ha detallado anteriormente, Debido a su complejidad hemos
elaborado en la figura 14, un ciclo esquematico con los aspectos mds relevantes
para entender su funcionamiento.

El ciclo catalitico lleva asociado un sistema de transporte de electrones, y
de oxigeno molecular:

RH + NADPH + H* + 02 — ROH + NADP*+H,0

Cuando el sistema estd completamente acoplado, este opera con una efi-

ciencia catalitica completa, de tal manera que los equivalentes redox, y el oxi-



Generalidades del citocromo P450 .

H

NADPH FPa°

0
NADP* FPa’

2H*

H

El ciclo catalitico del P450 supone la union del sustrato al sitio activo del enzima, lo cual provo-
ca el desplazamiento de agua. Este proceso de desolvatacion esta asociado con una alteracion
en el estado de equilibrio del spin del hierro hemo, el cual cambia a hierro férrico de alto spin
(Fe>* HS) (37). El centro catalitico del enzima en su forma oxidada (Fe**), capta el xenobidtico (Xe)
en la posicion del solvente (normalmente agua) de forma regio y estereoespecifica (se une a un
punto concreto del sustrato, originando exclusivamente un esteroisomero). El cambio conforma-
cional en el P450 provoca una disminucion del potencial de oxido-reduccion, facilitando la trans-
ferencia de electrones desde la molécula de reductasa (38); en un tercer estadio y mediante la
captacién de un atomo de oxigeno molecular se forma un complejo superéxido (Fe**- 0,) el cual
se vuelve a reducir mediante el aporte de un segundo electron formando una especie activada
de oxigeno (Fe**- 0,7) capaz de unirse a dos protones con la liberacién de una molécula de agua
(Fe**- 0™ + H,0). Esté Gltima especie oxigenada del complejo pasa a la forma reducida del cito-
cromo P450 liberando el metabolito oxidado del Xenobiotico, el cual ve aumentada su hidroso-
lubilidad y es por tanto capaz de ser excretado, bien directamente o bien tras sufrir una reaccion
de fase Il (sulfonacion, glucuronoconjugacion, acetilacion) (35, 14, 31).

geno consumido estdn en relacién estequiométrica con los productos hidroxi-
lados (39).

Cuando el sistema estd desacoplado, se produce la formacién de H,O, H,O,,
O, . Los dos tltimos pueden convertirse en radicales OH altamente t6xicos en
presencia del Fe del grupo hemo. Estos radicales libres pueden causar efectos
téxicos sobre la célula impredecibles. Este es uno de los motivos por el cual es
importante conocer la base molecular del sistema acoplamiento-desacoplamien-
to, y asi, elegir sustratos del P450, que no sufran este proceso (40).
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6. Isoenzimas del citocromo P450 en humanos

El citocromo P-450 estd compuesto por enzimas ampliamente distribuidas en
la naturaleza, cuya funcién primordial fue en un inicio, el metabolismo de los
compuestos enddgenos. La evolucién a la que se ven sometidas todas las es-
pecies fue la responsable de la adaptacién del citocromo al metabolismo de
substratos externos (farmacos o xenobiéticos). Esta evolucién nos ha llevado a
la situacién actual, en la que existen familias de P-450 que siguen catalizando
la transformacién de moléculas endégenas, mientras que otras enzimas se han
«especializado» en el metabolismo de compuestos exdgenos (40).

Los citocromos P450 se encuentran ampliamente distribuidos por los diferen-
tes tejidos del organismo, debido, probablemente al gran ntimero de funciones
que realizan. A pesar de existir algunos citocromos P450 que se localizan exclu-
sivamente en tejidos extrahepdticos (por ejemplo, CYP1A1 o CYP2F1), es en teji-
do hepético donde alcanzan su méxima expresion. Las familias 1, 2 y 3 son las
que catalizan la mayor parte de las reacciones de biotransformacién de farmacos.
El 70% del contenido hepético de citocromos P450 corresponde a estas familias.
Las principales enzimas del citocromo biotransformadoras son CYP1A2, 2A6,
2B6, 2C9, 2C8, 2C19, 2D6, 2E1, y 3A443, siendo CYP2D6 y CYP3A4 las dos més
importantes a nivel de biotransformacién y CYP3A4 y CYP2C, los més abundan-

tes representando un 30% y un 20% respectivamente en higado (tabla 3).

cYP % en higado Expresién Metabolismo de Activa.cif’)n de
(41) farmacos (%) (42) precarcinégenos

1A2 10 Inducible, polimorfico 4 Si

2A6 5 Polimérfico <1 Si

2B6 1 Inducible <1

2C8 <1 Polimoérfico <1

2C9 15 Polimoérfico 1 Si

2C19 4 Polimérfico 6

2D6 4 Polimérfico 25

2E1 10 Inducible, polimorfico 4 Si

3A4 30 Inducible, polimorfico 50 Si

3A5 <1 Inducible, polimoérfico <1
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7. Factores moduladores de la actividad
de los citocromos P450

El patrén de citocromos P450 de un individuo se encuentra regulado no sélo
a nivel genético, sino que también estd modulado por otros factores:

— Edad: Parece ser que existen diferencias en la actividad del citocromo
P450 dependiendo de la edad del individuo, si bien los estudios reali-
zados entre poblaciones de diferentes edades no han aportado resulta-
dos significativos (44, 45).

— Sexo (46): En primates no humanos y roedores se han observado varia-
ciones ligadas al sexo, pero es sobre todo en ratas donde se han encon-
trado citocromos P450 que solo aparecen en ratas macho y otros que
solo aparecen en ratas hembras (47). El origen de estas diferencias pa-
rece ser la existencia de un control hormonal sexo-dependiente de la
expresion de los P-450.

— Fisiologia (48, 49): Diferentes estados fisiol6gicos como el embarazo o
el ayuno, alteraciones fisiopatoldgicos que afectan a la homeostasis ge-
neral del organismo, entre los que se incluyen desequilibrios hormona-
les, procesos inflamatorios, obesidad, neoplasias, etc. o enfermedades
hepéticas, tales como esteatosis, cirrosis o tumores hepéticos modifican
la expresion del citocromo P450 y su capacidad funcional.

— Dieta: La influencia de la dieta y del estado nutricional del individuo
ha sido ampliamente estudiada (50, 51). La expresién del citocromo
P450 puede modularse por cambios en los niveles de macro o micronu-
trientes, por el ayuno y la reduccién en la ingesta caldrica, o por la
presencia en los alimentos de otros componentes que no pueden consi-
derarse como nutrientes y que pueden producir induccién o inhibicién
de los citocromos P450. Entre estos tltimos se pueden incluir aditivos
alimentarios (conservantes, estabilizantes, colorantes, antioxidantes,
etc.), compuestos inddlicos presentes en ciertos vegetales, la cafeina,
flavonoides naturales de ciertos vegetales, terpenoides y una larga lista
de compuestos a la que habria que afiadir los productos que se generan
como consecuencia de la preparacién de los alimentos a elevadas tem-
peraturas. Mencién especial merecen los efectos inductores producidos
por el alcohol y ciertos componentes del humo del tabaco (14).
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EXPOSICION A
INFECCIONES quimicos, toxicos, .
virales, bacterianas, contaminantes, GENERO
parasitarias, ambientales Variaciones hormonales
inflamacion Embarazo

ESTILO DE VIDA TIPO DE TEJIDO
Alcohol, drogas,
tabaco )

POLIMORFISMOS

— S pOLIMORFISMOS |
DESARROLLO/
SALUD/ i CRECIMIENTO
ENFERMEDAD Modulacién del
CYP450
FARMACOS
INMUNO y GRUPO ETNICO

RADIOTERAPIA

EXTRINSECOS INTRINSECOS

— Xenobiéticos: La ingesta, inhalacién o contacto de otros xenobiéticos
tales como contaminantes ambientales, pesticidas, cosméticos, produc-
tos toxicos o los propios farmacos provocan posibles efectos inductores
e inhibidores en los citocromos P450.
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1. Aspectos farmacologicos del citocromo P-450

1.1. Reacciones Involucradas en la Biotransformacion
de Farmacos

La biotransformacién o metabolismo (figura 1) consiste en un conjunto de re-
acciones encaminadas a dotar a los xenobi6ticos, de la hidrosolubilidad su-
ficiente para ser eliminados del organismo con mayor facilidad. Para ello se
necesita la introduccién de grupos funcionales en la molécula que aumenten
la polaridad de la misma, lo que se consigue gracias a las reacciones de Fase I
o Funcionalizacién (1).

Como ya hemos adelantado, estas reacciones se clasifican en reacciones de
funcionalizacién o reacciones de Fase I y reacciones de conjugacién o Fase II.
Tienen lugar fundamentalmente en la fraccién microsomal hepética (1) (re-
ticulo endopldsmico liso de los hepatocitos), no obstante, también ocurren en
otros tejidos como SNC, rifién, pulmén, intestino, aunque siempre en menor

proporcién que en el higado.

BIOTRANSFORMACION

TOXICO T > METABOLITOS

Sistemas enzimaticos
- Higado
- Otros tejidos

ELIMINACION
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Reacciones de Fase | (1)

Son el conjunto de reacciones encaminadas a aumentar la polaridad de la mo-
lécula introduciendo grupos OH, NH, y COOH. Estos grupos funcionales pro-
pician las posteriores reacciones de conjugacion (Fase II) de las que resultan
dcidos y bases orgdnicas fuertes. El producto final resultante es mds hidroso-
luble y facilmente eliminable.

Las reacciones de Fase I pueden ser:

— Reacciones de oxidacion. Tienen lugar preferentemente en la fraccién
microsémica del higado y de otros tejidos, y en menor grado en la frac-
cién mitocondrial.

— Reacciones de reduccién. Tienen lugar en la fraccién microsémica.

— Reacciones de hidrélisis. Tienen lugar en el plasma y diversos tejidos.

Los cambios producidos por estas reacciones pueden tener diferentes re-
sultados (1) (figura 2):

— Activacién de un profarmaco.

— Conversién de un producto activo en otro activo, cuya actividad puede
ser similar o distinta de la del farmaco original.

— Conversién de un producto activo en otro activo, cuya actividad es
toxica.

— Inactivacion.

BIOTRANSFORMACION

-—

FASE |
Citocromo P450 FASE Il

Sy Metabolito Metabolito
—_— . —_— 5
T primario

Eliminacién
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* Reacciones de oxidacion (1):

Se puede decir que las reacciones enzimdticas mds importantes que inter-
vienen en la fase I del metabolismo de los farmacos son las biotransformacio-
nes oxidativas catalizadas por las enzimas microsomales hepdticas (2).

Son reacciones muy variadas, y pueden afectar a diferentes radicales. A
continuacién se expone un resumen con las principales.

a) Hidroxilaciéon de cadenas laterales aliféticas, en las que el producto es
un alcohol, que posteriormente puede convertirse en alhehido:

R—CH,—CH; —» R—CHOH— CHj

b) Hidroxilacién de un anillo aromaético:

- — O

c) Desalquilacién oxidativa de grupos alquilo asociados a grupos N, O y
S, en los que los radicales alquilo se convierten en aldehidos:

R—NH—CH; —» R—NH, 4 HCHO
R—O—C,Hs —> R—OH + H3C—CHO

R—S—CH; —> R—SH <+ HCHO

d) Desaminacién oxidativa, en la que el oxigeno sustituye a un grupo
amino (NH,). No debe confundirse con la monoaminacién oxidativa,
que es una reaccién mitocondrial:

NH 0

CHs CHs
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e) Formacién de Sulféxidos, en las que se introduce un oxigeno en un
radical tioéter:

R1 1 R1
~N N ~N
ST S0 —> 50,
R2 R2 R2

f) Desulfuracion: sustituciéon de S por oxigeno:

/S I /O
RS RS

<) Oxidacién e hidroxilacién de aminas:

R3 N—>R3 N—O

h) Epoxidacion:

. o /H
CH C\
[l ’ C|/O
CH

- - \H

* Reacciones de reduccion (1)

Tienen lugar en las bacterias intestinales y en la fraccién microsémica he-
pética y de otros tejidos. Existen diversos tipos:

a) Nitrorreduccién, la cual puede ser llevada a cabo por al menos cua-

tro procesos enzimaticos mediados por citocromo P450 reductasa,
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NADPH citocromo c-reductasa, xantinooxidasa, y una reductasa no

identificada.
Nitrobenceno Anilina

b) Azorreduccion, gracias a la cual se obtuvo desde el prontosil, la sulfanila-
mida, primera sulfamida. Puede tener lugar en el microsomoma hepatico
con o sin intervencién del P450, en otros tejidos, y en bacterias intestinales.

NH, Prontosil rojo NH, Sulfanilamida

¢) Reduccién de aldehidos a alcoholes por alcohol deshidrogenasas.

OH

|
Cl3—CHy—HC—OH — » Cl3C—CH,OH

Hidrato de cloral Tricloro-etanol

* Reacciones de hidrélisis (1)

Producidas por hidrolasas ampliamente distribuidas en plasma y tejidos.
Pueden ser:

a) Esterasas.

b) Amidasas.

¢) Glucosidasas.
d) Peptidasas.

Las enzimas mayormente implicadas en las oxidaciones de fase I son las

monooxigenasas u oxidasas de funcién mixta, ampliamente distribuidas. En
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estas reacciones, un dtomo de la molécula de oxigeno es incorporado al sus-
trato orgdnico, y el otro es reducido y combinado con iones hidrégeno para

formar agua segtn la siguiente reaccién:

NADPH + O, + XB + 2H* —> XOB™ + NADP* + H,0

Las monooxigenasas dependientes del citocromo P450, son las que se encuen-
tran implicadas mayoritariamente en las reacciones de fase I del metabolismo.

Reacciones de Fase Il

Las reacciones de fase II o de conjugacién, convierten los metabolitos in-
termediarios procedentes de la fase I en productos facilmente eliminables por
el organismo (figura 2). Tienen lugar sobre todo en el higado aunque también
en otros tejidos (1).

El metabolito procedente de la fase I, se acopla a un sustrato endégeno
que puede ser dcido glucurénico, acético o sulfurico (figura 3). Los productos
resultantes, son fuertemente polares, inactivos,y se excretan con rapidez por

orina y por heces.

Fase Il

COOH
HO lo)

OH
HO HO

acido glucurénico
OH

+ e, — e
o

acido acético

[l
Ho—lsl—OH
(0]
acido sufurico
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A continuacién, en las tablas 1 y 2, se resumen las principales reacciones
de cada fase.

Oxidacion (sistema microsémico hepatico)
Oxidacion alifatica
Hidroxilaciéon aromatica
N-desalquilacion
O-desalquilaciéon
S-desalquilaciéon
Epoxidacion
Desaminacion oxidativa
Formacién de sulféxidos
Desulfuracion
N-oxidacion y N-Hidroxilacion

Oxidacion (mecanismos no microsémicos)

Oxidaciones de alcohol y aldehidos
Oxidacion de purinas
Desaminacion oxidativa (monoaminooxidasa y diaminooxidasa)

Reduccion

Azorreducciéon
Nitrorreduccién

Hidrélisis
Hidrélisis de ésteres y amidas

Hidrélisis de enlaces peptidicos
Hidratacion de epoxidos

Glucuronidacion

Acetilacion

Formacién de acido mercapturico
N, Oy S-metilacion
Transulfuracion

Tablas 1y 2 modificadas de (1).

1.2. Sistema monooxigenasa del citocromo P-450

El sistema de monooxigenasas es un complejo multienzimético cuya oxidasa
final es una hemoproteina que se denomina citocromo P-450 (CYP). Este sis-
tema se encuentra en diferentes tejidos: rifién, pulmén, piel, intestino, corteza

adrenal, testiculos, placenta; siendo particularmente activo en el higado (3).
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Ademds de participar en el metabolismo de sustratos de naturaleza exége-
na como drogas, pesticidas, procarcinégenos, anestésicos, solventes orgdnicos,
etc. (4), el CYP interviene en el metabolismo de sustratos endégenos de gran
importancia como el colesterol, los dcidos biliares, las hormonas esteroides y
los dcidos grasos (5).

En los mamiferos, el CYP se encuentra presente en la mitocondria y en
otras membranas celulares, siendo mds abundante en los microsomas del re-
ticulo endopldsmico liso (3) (figura 4).

La denominacién citocromo P-450 se debe a que esta hemoproteina en su
forma reducida y unida al monéxido de carbono forma un complejo de color
rosa que presenta una absorbancia a los 450 nm (7).

El 50% de los férmacos utilizados por el hombre se metaboliza por estas
enzimas, y entre sus caracteristicas se encuentra la posibilidad de ser induci-
bles por las mismas drogas que van a metabolizar.

En la expresién de estas enzimas y en su actividad influyen diversos fac-
tores: edad, sexo, dieta, especie, tejido, estado hormonal, y a diferencia de las

enzimas cldsicas, tienen especificidad superpuesta para algunos sustratos (8).

1.3. Citocromo P-450 y metabolismo

Como ya hemos expuesto con anterioridad, el CYP cataliza la biotransforma-
cién de un elevadisimo ndmero de fdrmacos fundamentalmente en el higado,

H,0 Substrato

0, \,y Metabolito
e T\ P450
edutasa /—> @
— e*

mnnnmn o

NADPH

Citrocomo

Citocromo b5

AU
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pero también participa en el metabolismo de otros compuestos de naturaleza
endodgena tanto en higado como en otros 6rganos. La gran cantidad de reac-
ciones quimicas catalizadas y la amplia especificidad de sustrato caracteristico
de estas enzimas, hacen del CYP uno de los catalizadores mds versatiles co-
nocidos (9).

Generalmente, los P450s presentes en especies no animales tienen un papel
en el metabolismo de sustratos endégenos. En los mamiferos, su papel en el
metabolismo de sustancias enddgenas incluye la biosintesis de hormonas este-
roideas, prostaglandinas, asi como el metabolismo de dcidos grasos, oxidacién
de lipidos, e hidrélisis de la vitamina D, (10, 11, 12) (figura 6).

Aunque la principal funcién del CYP es participar en reacciones de de-
toxificacién transformando un compuesto farmacolégicamente activo en otro
inactivo excretado por la orina, también interviene en procesos de activacién
metabdlica (figura 5); de este modo compuestos inertes y poco reactivos se

convierten en otros de gran reactividad quimica que son téxicos para el or-

ganismo.
XENOBIOTICOS
Inactivacion Activacion
Metabolitos < Isoenzimas > Metabolitos
inactivos Citocromo P450 activos
Excrecion Unidén a

macromoléculas

l

Carcinogénesis
Mutagénesis
Dafo celular
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En cuanto a las enzimas responsables del metabolismo, el higado humano
contiene cerca de 20 enzimas P-450s relacionadas con la biotransformacién de
xenobidticos, pero no todas ellas participan con igual intensidad en el meta-
bolismo de farmacos tal como se refleja en la figura 7.

A pesar de la gran cantidad de enzimas del citocromo P450 que se han
identificado hasta el momento, podemos asegurar, que las familias génicas
1, 2, y 3 del citocromo P450 (CYP1,CYP2 y CYP3) codifican las enzimas que
intervienen en la mayor parte de las biotransformaciones de los fairmacos. Las
demds familias tienen importancia en el metabolismo de compuestos endé-
genos, esteroides y dcidos grasos (15). Sin embargo, se ha visto, que aquellos
citocromos involucrados en el metabolismo de sustancias exégenas (CYP1,
CYP2, y CYP3), también catalizan sustratos endégenos, particularmente este-
roides (16).

A continuacién, enumeraremos brevemente las caracteristicas de los prin-
cipales miembros de las familias CYP1,CYP2 y CYP3 implicados en el meta-

bolismo.
¢ Familia CYP1

Incluye dos subfamilias, 1A y 1B; a su vez 1A presenta dos citocromos muy
parecidos, CYP1A1 y CYP1A2. La subfamilia 1B solamente el CYP1B1.

Esta familia estd representada por la aril hidrocarburo hidroxilasa, respon-
sable de la activacién metabdlica de numerosos hidrocarburos policiclicos am-

CYP1A2 S e CYP1A2
CYP3A4 YP2A CYP2A6
“,__-— CYP2B6 'L CYPCY
‘ /| \ ' CYP2C19
| CYP2Cs

CYP2E1

CYP2D6 CYP2E1  CYP2D6
Abundancia relativa Metabolismo
en higado de farmacos
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bientales, promutdgenos y procarcinégenos, como el benzopireno, presentes
en el humo del cigarrillo y otros productos de combustion.

En cuanto al metabolismo de drogas , el miembro mds relevante es el
CYP1A2 que se encarga de inactivar las metilxantinas, varios antidepresivos
y la clozapina. Esta familia estd sujeta a induccién, especialmente por téxicos
ambientales (17, 18, 19, 20, 21).

CYP1B1: es el principal enzima del metabolismo de estrégenos carcinogé-
nicos y estd involucrado en la activacién metabdlica de procarcinégenos de

hidrocarburos aromaéticos policiclicos (22).

¢ Familia CYP2

Estd representada en los tejidos, especialmente el higado, por 5 subfami-
lias. Las subfamilias 2A y 2B tienen escasa importancia para el metabolismo de

drogas, en cambio, las subfamilias 2C, 2D y 2E son mads relevantes.

CYP2A6: constituye alrededor del 5-10% del total CYP hepatico microsomal
en el hombre. Aunque la cumarina es su principal sustrato, muchos téxicos y
pro-carcinégenos como el metilterbutiléter, la nicotina, la N-nitrosodietilamina
y la N-nitrosobenzilmetilamina también lo son (23).

CYP2Bé6: lleva a cabo el metabolismo de compuestos como la nicotina, el
bupropién, y muchas toxinas y carcinégenos. Su expresién en el cerebro es
especifica de determinadas regiones y se localiza tanto en neuronas como en
astrocitos. Los niveles de CYP2B6 en cerebro se encuentran elevados en fu-
madores y alcohdlicos, alterando de este modo la sensibilidad a fdrmacos que
actdan a nivel central, incrementando la susceptibilidad a toxinas y carcinége-
nos, y contribuyendo a la tolerancia central de la nicotina (24).

La subfamilia 2C contiene al menos siete genes de los cuales, CYP2C9 y
CYP2C19 exhiben alto polimorfismo.

El CYP2C9 constituye un porcentaje importante de la masa metabdlica del
organo y es inducible por drogas; metaboliza el anticoagulante warfarina, la

fenitofna y algunas sulfonilureas.
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El CYP2C19 representa la [S]- mefenitoina hidroxilasa y entre otras dro-
gas metaboliza algunos inhibidores de la bomba de protones, citalopram y
otros antidepresivos, diazepam y varios antiepilépticos, y el propranolol (17,
18, 19).

La subfamilia 2D, a la que pertenece el CYP2D6, a pesar de su relativa-
mente baja contribucién a la masa metabdlica del higado (sélo el 2% del total),
metaboliza entre el 20 y 25% de los farmacos, entre ellos fdrmacos de uso
cardiovascular, la mayoria de los neurolépticos, los antidepresivos tricicli-
cos, ciertos ISRS como la fluoxetina, los inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAO) y los opidceos codeina y dextrometorfano; por ello la mayoria de las
interacciones entre psicofdrmacos y fdrmacos cardiovasculares se observan a
este nivel.

El CYP2D6 exhibe alto polimorfismo, especialmente en las poblaciones eu-
ropeas. Debido a que los polimorfismos solo afectan la capacidad metabdlica
de las drogas, la enzima carece de funcién endégena (17, 18, 19).

La subfamilia 2E, contiene el CYP2E1, que es también inducible. CYP2EI,
es una de las enzimas CYP mds estudiadas tanto en animales como en huma-
nos, debido a su papel en el metabolismo del etanol y por su participaciéon
en la activacién metabdlica de una serie de procarcinégenos, como N-dimetil
nitrosamida y de solventes orgdnicos como el tetracloruro de carbono y el
benceno (25). El contenido hepatico de CYP2E1 es alrededor de 7% de CYP
total y también se encuentra presente en el cerebro y pulmén.

¢ Familia CYP3A

La familia 3 metaboliza casi el 55% de las drogas en uso a través de su
miembro maés representativo, el CYP3A4, que en el higado representa el 30%
del contenido total de citocromos.

Otros miembros de la familia son, el CYP3A3, el CYP3A7 y el CYP3AS.
Todos se hallan agrupados en una zona estrecha del brazo corto del cromo-
soma 7.

Las enzimas de la familia 3 son inducibles por fairmacos y su presencia
es clinicamente relevante en la mucosa intestinal (donde participan redu-
ciendo la biodisponibilidad oral de muchos medicamentos) y otros tejidos.
Adicionalmente, estos citocromos participan en el metabolismo de esteroi-
des enddgenos (17, 18, 19).
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CYP3A4 contribuye fundamentalmente al metabolismo del 50% de los
fadrmacos utilizados actualmente y que sufren metabolismo oxidativo (26).
Este citocromo es el mds abundante en el higado humano y también es
abundante su expresién en el tracto gastrointestinal. El enorme metabolis-
mo que tiene lugar en las vias gastrointestinales debido al CYP3A4, contri-
buye a la baja disponibilidad de muchos farmacos que se administran por

via oral.

Por otra parte, el estudio del intestino delgado estd adquiriendo un gran
interés respecto al metabolismo de fadrmacos, ya que el conocimiento del
CYP intestinal no es tan grande como el del CYP hepdtico. Existe una ele-
vada variabilidad interindividual en CYP1A2, CYP2A6 y CYP2E1 en duo-
deno humano, que puede dar lugar a una variable biodisponibilidad de los
farmacos utilizados por via oral, complicando asf la terapia farmacolégica,
especialmente en el caso de fdrmacos que poseen una estrecha ventana te-
rapéutica (27).

En general podemos concluir que CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6
y CYP3A4 son las principales isoformas del metabolismo de los farmacos y
contribuyen al metabolismo oxidativo de més del 90% de los farmacos de uso
clinico actual (28).

En la tabla 3 se muestran las principales enzimas CYP metabolizadoras
de drogas presentes en el higado humano, los sustratos utilizados como
sondas para su estudio tanto in vivo como in vitro, y alguno de sus inhi-
bidores.

Ademads de las enzimas indicadas en esta tabla, existen otras enzimas
CYP que metabolizan sustratos endégenos y que cumplen importantes fun-
ciones fisioldgicas en el organismo, por ejemplo, las enzimas de la subfamilia
4A (CYP4A9 y CYP4All) presentes en gran cantidad en el higado humano
y caracterizadas por participar en el metabolismo de dcidos grasos como el
araquidonico (29).

Otros CYP presentes en higado humano son los pertenecientes a las subfa-
milias 4B y 4F, 11A y 11B y a las familias 17, 19, 21 y 27 (30, 31).



Enzima

Familia CYP1

Subfamilia IA 1A2

Familia CYP2

Subfamilia 2A 2A6

Subfamilia 2B 2B6

Subfamilia 2C 2C8
2C9
2C19

Subfamilia 2D 2D6

Subfamilia 2E 2E1

Familia CYP3

Subfamilia 3A 3A4
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Sustratos in vivo o in vitro

7-etoxiresorufina (sustrato de toda la subfamilia 1A)
Cafeina, teofilina
Fenacetina ( O-demetilacion)

Cumarina (7-hidroxilacién)
Nicotina

7-bencil-oxiresofurina
S-Mefenitoina (N-desmetilacion)

Paclitaxel, tolbutamida (sustrato de toda la subfamilia 2C)
Diclofenaco, warfarina
S-Mefenitoina (4-hidroxilacion)

Bufuralol (1-hidroxilacion)
Dextrometorfano (O-desmetilacion)
Debrisoquina

Clorzoxazona (6-hidroxilacion)
Anilina,acetaminofen, p-nitrofenol

Diazepam (sustrato de toda la subfamilia 3A)
Midazolam

Flunitrazepam, dextrometorfano (N-desmetilacion)
Testosterona (6-B-hidroxilacion)

Quinina

Inhibidores

Furafillina
7-8-benzoflavona
Metoxalem

Dietilditiocarbamato
Metoxsalem

Fluoxetina
Sertralina

Sulfafenazol
Sulfafenazol, Fluvoxamina
Dietilditiocarbamato

Quinidina, paroxetina
Fluoxetina

Dietilditiocarbamato
Disulfiram,isoniacida

Troleandomicina
Ketoconazol
Fluvoxamina
Ciprofloxacino

2. Papel del citocromo P-450 en el metabolismo
de farmacos. Interacciones farmacolégicas

2.1. Citocromo P-450 y su relacion con el metabolismo
de farmacos

El citocromo P-450 es el principal responsable del metabolismo oxidativo de
los farmacos. Su expresion estd regulada por:

— Factores genéticos: formas polimérficas.

— Factores fisiopatoldgicos: regulacion hormonal, enfermedades.
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— Factores ambientales.
— Factores nutricionales.
— Induccién, inhibicién.

Todos estos factores (figura 8) condicionan que los niveles hepéticos de los
enzimas p450 varien notablemente entre diferentes individuos (32).

Esta variabilidad explica las notables diferencias que en ocasiones se obser-
van en el metabolismo de farmacos, justificando ademas la aparicién de altera-
ciones en la respuesta farmacolégica, asi como las diferencias individuales en
la susceptibilidad a la accién de téxicos o carcinégenos (33, 34).

Los procesos de absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién a los que
se ve sometido un farmaco regulan su concentracién en el lugar de accién,
jugando un papel determinante en su eficacia farmacolégica. Un fadrmaco con
una farmacocinética inapropiada puede dar lugar a una respuesta inadecuada
o muy variable, que comprometa su uso terapéutico (35). Por otro lado, un
farmaco ademads de eficaz tiene que ser seguro, resultando, la farmacocinética
del mismo clave en su efecto téxico (36).

Por ultimo, el metabolismo hepético de los farmacos tiene una notable

influencia sobre su aclaramiento plasmatico, y es la causa mds frecuente de

Control genético

METABOLISMO
m e DE FARMACOS -« Enfermedades
CYP-450
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la variabilidad individual que se observa en los pardmetros farmacociné-
ticos (34, 37). Es por tanto uno de los factores con mds peso en su biodis-
ponibilidad, su efecto farmacolégico y su toxicidad. Es también una de las
causas mds frecuentes de incompatibilidad y de aparicién de interacciones
entre farmacos (38).

2.2. Interacciones metabdlicas

Durante la administracién simultdnea de dos o mds farmacos se pueden origi-
nar interacciones metabdlicas que alteren la farmacocinética de al menos uno
de los farmacos, con las correspondientes implicaciones farmacoldgicas y/o
toxicoldgicas.

Las interacciones farmacolégicas pueden ser FARMACOCINETICAS
(cuando la llegada del formaco a su sitio de accién es modificada por el se-
gundo fdrmaco), o FARMACODINAMICAS (cuando lo que se modifica es la
respuesta) (39).

Una de las interacciones mds notables es la que sufren las enzimas del cito-
cromo P450, generalmente por induccién o inhibicién de las mismas, aceleran-
do el metabolismo o disminuyéndolo (40) tal y como se refleja en el siguiente
esquema (figura 9).

INHIBIDOR Sustrato 1 > Sustrato 2 INDUCTOR

Metabolismo
competitivo

Inhibe el metabolismo Induce el metabolismo
Incrementa la concentracion Disminuye el metabolismo
del sustrato 1 del sustrato 2

Metabolitos
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2.2.1. Inhibicién enzimatica

Podemos definir los inhibidores enzimaticos (42) como aquellos agentes mo-
leculares que interfieren en la catdlisis de una reaccién haciéndola m4s lenta
o deteniéndola. Como los enzimas catalizan todos los procesos celulares po-
demos decir que los inhibidores enzimadticos se encuentran entre los agentes
farmacéuticos mds importantes, un ejemplo es la aspirina, la cual inhibe el en-
zima que cataliza el primer paso de la sintesis de prostaglandinas, compuestos
que intervienen en procesos que producen dolor.

Por otra parte, el estudio de los inhibidores enzimaticos ha proporcionado
una informacién muy importante sobre mecanismos enzimdticos y también ha
ayudado a definir algunas rutas metabdlicas.

Por definicién, los mecanismos basados en la inhibicién, implican la trans-
formacién del inhibidor en un metabolito reactivo que modifica las enzimas del
citocromo P450, y produce una pérdida de actividad enzimatica (43). No se inclu-
yen entre los inhibidores a aquellas sustancias o factores como el pH o la T%, que
acttian produciendo una desnaturalizacién de la enzima, ni tampoco las acciones
externas que retardan o dificultan la accién de cualquier tipo de enzima.

Aunque los mecanismos de inhibicién de los metabolitos inhibidores no
estdn bien establecidos, expondremos a continuacién la revisién mas reciente.

Engeneral, los mecanismos inhibitorios pueden clasificarse en dos grupos (44):

— Alquilacién del hemo y /o proteina.
— Formacién de un complejo metabdlico intermedio (MI).

Off path
B —

Parent MBI Drug Metabolite(s)
e
Circultating | <——— [INVISRINTTING Metabolite(sy ——> Circultating
Metabolite(s) |— > + <T—— Metabolite(s)
Nitroso-alkane Reactivated Deactivativated

Intermediate Metabolite(s)
Inactive P450 Inactive P450
MI complex Protein adduct
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Se produce una fuerte unién entre el metabolito, y el estado reducido del
hierro hemo, dando lugar al complejo metabdlico intermedio, MI, sin activi-
dad catalitica. La unién es fuerte, pero no se forman enlaces covalentes, por lo
que puede revertirse bajo determinadas condiciones experimentales como por
ejemplo la adicién de ferrocianida potdsica (44).

La formacién de aductos en las enzimas del P450, estd generalmente carac-
terizada por una unién covalente, entre una sustancia electrofilica, y la parte
nucleofilica de un aminodcido del sitio activo del citocromo, o de su grupo
prostético.

De los 31 mecanismos inhibitorios in vitro descritos en la literatura, 9 (29%)
se han clasificado como inhibiciones irreversibles por alquilacién; 14 (45%) se
han clasificado como formadores de complejos inhibidores (MI). Los 8 meca-
nismos restantes (26%), se han clasificado como desconocidos (44).

Los inhibidores enzimdticos pueden ser reversibles e irreversibles dando

lugar a los siguientes tipos de inhibicién:
¢ Inhibicién reversible (42)

Un tipo frecuente de inhibicién reversible es la inhibicién competitiva (fi-
gura 11).

—_—
N — e

E+S *— ES —> E+P
Bl | -
|
E: enzima
S: sustrato
“ 5 I: Inhibidor
El P: Producto
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En este tipo de inhibicidn, el inhibidor competitivo compite con el sustrato
por el sitio activo del enzima. Mientras el inhibidor [I] ocupa el sitio activo,
impide la fijacién del sustrato. Muchos inhibidores competitivos son compues-
tos que se parecen al sustrato y que se combinan con el enzima formando el
complejo EI, pero sin llevarlo a la catdlisis.

La inhibicién competitiva se puede analizar cuantitativamente mediante
cinética del estado estacionario, y en presencia de un inhibidor competitivo la
ecuacién de Michaelis-Menten que relaciona la concentracién de sustrato con

la velocidad de reaccién es la siguiente:

an’x[s]
V=
ak,, +[S]
donde:

I

ao1

1
E][I
e

bLED

K,, = Constante de Michaelis. En presencia de inhibidor se denomina K,
aparente.
K, = Constante de equilibrio de fijacién del inhibidor a E.

Debido a que el inhibidor se une de manera reversible al enzima, se puede
cambiar el sentido de la competicion a favor del sustrato, simplemente con la
adicién de mds sustrato.

Cuando la [S] es mayor que la [I], disminuye notablemente la probabilidad
de que se fije una molécula de inhibidor, en este caso la reaccién muestra una

Vméx normal. Sin embargo, cuando la [S] es tal que V, =%V,

mdx’

la K,, aparente
aumentard en presencia del inhibidor en un factor «.

Otros tipos de inhibicién reversible son la inhibicién acompetitiva y la
inhibicién mixta (42) que a menudo se aplican a enzimas con un solo sustrato
pero que en la préctica s6lo se observan con enzimas que actdan con dos o
mas sustratos.

Un inhibidor acompetitivo (42) (figura 12) es el que se fija a un sitio dis-
tinto al que se fija el sustrato en el sitio activo y que a diferencia del inhibidor

competitivo, sélo se une al complejo ES.
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+
|
E: enzima
S: sustrato
I: Inhibidor lT 5
P: Producto EIS

En presencia de un inhibidor acompetitivo, la ecuacién de Michaelis-Men-
ten cambia a:

Vma’x[S]
V=
KYYI + a’[s]
donde:
I
a'=1 +g
1
ES][I
o _IEsll

1

[ESI]

A elevadas concentraciones de sustrato, V, se aproxima a V,,;,/a’; asi, un

inhibidor acompetitivo disminuye la V,,, medida y la K,, aparente también
disminuye debido a que la [S] necesaria para alcanzar la mitad de la V,,,
disminuye en un factor «’.

Un inhibidor mixto (42), (figura 13) también se fija en un sitio distinto al

del sustrato, pero se fija tanto a E como a ES.
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El ” EIS .

E+S «—2 ES ——> E+ P

+ +
| |
E: enzima
” K, “ K; S: sustrato
I: Inhibidor
El +S —> EIS P: Producto

La ecuacién de velocidad que describe la inhibicién mixta es:

szz’x[s ]

Ve "™ =
ak,, +a'[S]

ay o se definen igual que anteriormente. Normalmente, un inhibidor mix-
to afecta tanto a K, como a V.. El caso en que a =a’ es raro en la préctica y
se denomina inhibicién no competitiva (42).

En la tabla 4 podemos ver los efectos de inhibidores reversibles sobre los

valores aparentes de V.. v K,,..

Tipo de inhibidor V,.sx aparente K,, aparente
Ninguno Vinix K,
Competitivo V nax ok,
Acompetitivo Vipaxlo’ K, lo’

Mixto Vonaxlo’ oK., /o’
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¢ Inhibicidn irreversible (42)

Los inhibidores irreversibles son aquellos que se combinan con, o destru-
yen, un grupo del enzima que es esencial para su actividad, o los que forman
una asociacién no covalente muy estable.

Estos inhibidores son ttiles para estudiar los mecanismos de reaccion.
También es frecuente la formacién de un enlace covalente entre un inhibidor
irreversible y un enzima.

Existe un tipo de inhibidores irreversibles llamado inactivadores suici-
das, los cuales son compuestos poco reactivos hasta que se unen al sitio
activo de un enzima especifico. Un inactivador suicida pasa a través de los
primeros pasos de una reaccién enzimadtica normal, pero enseguida se con-
vierte en un compuesto muy reactivo que se combina irreversiblemente con
el enzima, en lugar de transformarse en el producto normal. Estos compues-
tos también se conocen con el nombre de inactivadores basados en el me-
canismo, ya que utilizan el mecanismo de reaccién enzimatico normal para
inactivar el enzima.

Debido a que el inactivador suicida se ha disefiado para un enzima es-
pecifico y no es reactivo hasta que se encuentra en el sitio activo del enzima,
los farmacos basados en este método son a menudo muy eficaces y con pocos
efectos secundarios.

En lo que se refiere al CYP450, una posible causa de interaccién es que dos
farmacos sean substratos del mismo P-450 y se produzca una competencia por
su unién al enzima. Asi mismo en determinadas ocasiones, uno de los com-
puestos puede bloquear o inactivar irreversiblemente la actividad del P-450
que metaboliza al otro fdrmaco.

En ambos casos se produce una elevacién de los niveles circulantes de
éste ultimo, y en el caso de farmacos con un indice terapéutico estrecho, da
lugar a situaciones de sobredosis con una respuesta exagerada y/o toxici-
dad (41).

En la siguente tabla (tabla 5) se detallan los inhibidores selectivos de los
enzimas P-450.

Se estima que alrededor del 75% de los farmacos son metabolizados por el
CYP3A4 y/o el CYP2D6, con lo que es facil imaginar que la mayor parte de
las interacciones metabdlicas se deben a interferencias a nivel de estos enzimas
(36, 47, 48).
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cYp Inhibidor (18, 45, 46) inhibicion

1A2 Furafilina Irreversible
7,8-Benzoflavona Competitiva
Fluvoxamina Competitiva

2A6 Metoxalen Irreversible
Triptamina Competitiva
Tranilcipromina Competitiva

2C8 Quercetina Competitiva

2C9 Sulfafenazol Competitiva
Acido tienilico Irreversible

2C19 Tranilcipromina Competitiva

2D6 Quinidina Competitiva

2E1 Dietil ditiocarbamato Irreversible
4-Metilpirazol Competitiva
Disulfiram Irreversible

3A4 Troleandromicina Complejo inactivo
Eritromicina Complejo inactivo
Ketoconazol Competitiva
Getodene Irreversible

En la siguiente tabla (14) (tabla 6) se reflejan los inhibidores e inductores de
los enzimas CYP2D6 y CYP3A4 con mayor relevancia clinica.

CYP Inhibidores Inductores
Antiarritmicos: quinidina, amiodarona

2D6 Antidepresivos: fluoxetina,
paroxetina,sertralina

Azoles antifungicos: ketokonazol, Antituberculosos: rifampicina,

itrakonazol, miconazol, fluconazol rifampin, rifabutin

Antibiéticos macrélidos: eritromicina,  Anticonvulsivantes: fenobarbital,

claritromicina, troleandromicina carbamazepina fenitoina

Inhibidores de la proteasa del VIH: Glucocorticoides: Dexametasona
3A4 ritonavir, indinavir, aprenavir

Hierba de San Juan
Antidepresivos: fluoxetina,
fluvoxamina, nefazodona

Antiarritmicos: amiodarona

Zumo de pomelo
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Cuando se administran dos o mds fadrmacos, estos compiten por su
unién al CYP y se interfieren mutuamente, en este caso la inhibicién por
sustrato es competitiva y su grado es funcién de la concentracién del in-
hibidor. La inhibicién del CYP2D6 por el antiarritmico quinidina es un
ejemplo tipico.

Otras veces el efecto inhibidor puede realizarse competitivamente pero a
través de alguno de los productos resultantes. Por ejemplo (figura 14), algunas
fluoginolonas, especialmente enoxacina y ciprofloxacina, a través del CYP2D6
forman el metabolito 4-oxoquinolona, inhibidor de los CYP1A2 , CYP2C9 y
CYP3A4 (49).

Otras sustancias actiian como inactivadoras «suicidas», es decir, se unen
covalentemente o destruyen el hemo, «gastdndose» en la reaccién. Estas sus-
tancias como el secobarbital, la noretindrona y el etinilestradiol, producen la
forma de inhibicién irreversible (38, 47).

Finalmente otras drogas como los imidazoles (cimetidina, ketokonazol
y otros) o los macrélidos (eritromicina, troleandomicina y sus metabo-
litos) inhiben el metabolismo oxidativo al formar un complejo fuertemente
unido al hemo del P450. Esta forma de inhibicién es no competitiva pues
actia impidiendo el acceso del O, y los electrones al centro activo (38,
47, 50).

\
=
(\N N
HN
Enoxacma

CYP2D6 mmmp> Qﬁ
j@[lﬁ/k J 4-0x0 Quinolona
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2.2.2. Induccion enzimatica

El fenémeno de induccién enzimdtica fue demostrado hace mds de 40 afios y
es tejido-especifico, concentracion dependiente, rdpido y reversible (51).

Existen diferentes teorias para explicar el mecanismo de induccién enzi-
madtica. Algunas propuestas tedricas publicadas recientemente se basan en tres
hipétesis (figura 15) (52):

a) Cada isoforma CYP inducible quimicamente, se corresponde con un
receptor intracelular con el que interacttia, mediando asi la induccién.

b) Cada isoforma CYP inducible quimicamente y su receptor correspon-
diente, pueden poseer una alta similitud estructural y estérica en los
puntos de unién al sustrato inductor.

¢) Cada gen CYP inducible puede tener diferentes elementos de respues-
ta génica, que interactiian selectivamente con el receptor activado.

En realidad, induccién es la sintesis de nuevas moléculas enzimaticas (lo
que incrementa bruscamente su ntimero en un tejido y momento dados) como
consecuencia de la transcripcién génica (14) (figura 15).

En la induccién enzimadtica la presencia de algunos principios activos au-
menta la produccién enzimdtica, reduciendo la disponibilidad y la eficacia
del mismo inductor o de otras sustancias que usan la misma via enzimética.
Cuando un mismo compuesto induce la biotransformacién de otros y también
su propio metabolismo, el fendmeno se conoce como autoinduccidn, es el caso
de la rifampicina, la carbamazepina y otros anticonvulsivantes (14).

La induccién de los citocromos estd sometida al control de proteinas in-
tensificadoras de la transcripcién génica, perteneciendo casi todas a la super-
familia de los receptores citosélico-nucleares (51, 53, 54). Estas proteinas de
control se hallan en el citosol o se ubican directamente sobre el ADN. En la
mayoria de los casos la unién del xenobiético favorece la entrada al ntcleo, la
dimerizacién del intensificador y su fijacién con alta eficacia sobre la secuencia
de ADN reguladora del gen CYP a transcribir. En otros casos, el xenobiético
favorece la entrada al nticleo y la dimerizacién del intensificador que ya de por
s es activo. Como consecuencia se pone en marcha la maquinaria de la trans-
cripcién y se sintetiza ARN-m que serd traducido en las diferentes proteinas
CYPm (38, 53) (figura 15).



Aspectos farmacologicos del citocromo P-450.
Importancia clinica

i A Inducer binding site
Receptor

I Nt
XRE-binding site

/ Other trans-acting elements
Receptor
A .G’—’ Coding region

XRE DNA

Transcription

B Substrate-binding site TerdEien

/

Catalytic unit

Existen 4 tipos de inductores de los CYP que acttan sobre las proteinas de
control (55, 56):

— Hidrocarburos aromaticos policiclicos y dibenzodioxinas: inducen la
familia CYP1 a través del receptor Ah (Aromatic hydrocarbon,).
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— Fenobarbital: induce fundamentalmente las subfamilias 2B y 2C a tra-
vés del receptor CAR (Constitutive Androstane Receptor).

— Rifampicina y glucocorticoides: activan fundamentalmente las subfa-
milias 3A y 2C a través del receptor PXR (Pregnane X Receptor).

— Fibratos: activan la familia CYP3A4 a través del receptor PPAR (Peroxi-

some Proliferator-Activated Receptor).

La subfamilia 2E es inducida por el etanol y la isoniazida (54), sin embar-
go, los mecanismos por los que tiene lugar esta induccién son distintos. En
ellos podrian participar el HNF-1 (Hepatic Nuclear Factor) y otros reguladores,
que inhibirfan procesos que normalmente terminan y degradan el mensaje
genético y las proteinas (supresion de la transcripcion, desestabilizacion del
ARN-m) (54, 55).

Hay que destacar que los propios intensificadores mencionados incremen-
tan su autotranscripcién y que los glucocorticoides, a través de su propio re-
ceptor GR, induce la sintesis de CAR y PXR, por lo que su efecto inductor
sobre los CYP es mayor (54). También debe decirse que varias citokinas (IL-6,
IFN-y, TFN-«) , por el contrario, reprimen la expresiéon CYP (57).

2.2.3. Consecuencias clinicas de la induccién y de la inhibicién
enzimaticas

Estos dos procesos al operar sobre los CYP u otras enzimas del metabolismo
xenobidtico generan profundos cambios en el clearance metabdlico, Clm (tanto
hepético como intestinal) de los farmacos, modificando, no sélo los niveles sé-
ricos y tisulares, sino también la biodisponibilidad de las formas farmacéuticas
orales que los contienen (56). Asimismo contribuyen a las variaciones interin-
dividuales observadas en las respuestas a las drogas, causando interacciones
potencialmente peligrosas (38).

El conocimiento de las enzimas metabolizadoras y sus posibles inductores
e inhibidores permite un mejor desarrollo de formacos pues obliga a estudiar
con antelacién las posibles interacciones (57).

La induccién enzimdtica aumenta la biotransformacién y la actividad
del fdrmaco original, lo que conduce a una pérdida de efectividad terapéu-

tica.
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La inhibicién retarda o elimina el Clm de los fadrmacos, esto causa un incre-
mento de sus niveles séricos y tisulares, y/o acumulaciéon que puede derivar
en fenémenos toxicos (19, 57).

Existen compuestos inductores de varios CYP y a la vez inhibidores de
otros. Es el caso de la fenitoina, y como resultado, dependiendo de cada pa-
ciente, puede observarse el predominio de una u otra actividad, complicando
la prediccién de posibles efectos secundarios (58).

La inhibicién es muy rdpida y se produce cuando se alcanza una concen-
tracién plasmadtica y tisular estable, por el contrario, la induccién es lenta (se-
manas) ya que como todo fenémeno genético requiere la sintesis de nuevas
proteinas y puede no depender de una exposicién constante (59).

En el caso de la metadona el fenémeno de induccién enzimatica del meta-
bolismo suele demorarse entre 2 y 3 semanas desde el inicio del tratamiento,
por lo que el metabolismo de la sustancia es mds lento en sujetos no habitua-
dos en los que no se ha producido este fenémeno de induccion.

Existen evidencias de que hay variedades genéticas del sistema CYP2D6
que hacen que algunos sujetos tengan una capacidad metabdlica acelerada
de la metadona y otros disminuida con independencia del fenémeno de in-
duccién por la tolerancia. Ademds, sustancias que son capaces de interferir,
sobre todo, con el sistema 3A4 pueden alterar el metabolismo de la metadona
acelerdndolo o retrasandolo. Es importante valorar estas interacciones en caso
de posible intoxicacién ya que el uso concomitante de rifampicina, por ejem-
plo, puede obligar a duplicar la dosis de metadona para evitar sindromes de
abstinencia o el uso de antirretrovirales como el efavirenz puede hacer dismi-
nuir los niveles de metadona entre un 20% y 80%. Por el contrario, el uso de
Ketoconazol o fluoxetina puede inhibir sustancialmente el metabolismo de la
metadona (60, 61, 62, 63, 64).

Finalmente, hay que destacar que algunos componentes alimentarios y
productos fitoterdpicos pueden inducir o inhibir el metabolismo xenobiético.
Como estos hechos muchas veces no son tenidos en cuenta, conducen a fraca-
sos terapéuticos y a determinados riesgos que podrian ser evitados.

Uno de los més potentes inductores CYP3A4 en el ser humano es la hiper-
forina, componente del hipérico o hierba de San Juan (figura 16).

Es de origen fitoterdpico y ampliamente consumida como ansiolitico-an-
tidepresivo, ademads ocasiona la disminucién de los niveles plasmadticos de

muchos fdrmacos prescritos (54).
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Otro ejemplo es el jugo de pomelo que contiene flavonoides y otras sustan-
cias que inhiben al CYP3A4 sobre todo a nivel intestinal,hecho que aumenta
notablemente la biodisponibilidad de farmacos como las dihidropiridinas (por
ejemplo, la nifedipina, la felodipina, etcétera) y la ciclosporina, pudiendo dar

lugar a fenémenos toxicos (58, 65).

3. Importancia clinica del citocromo P-450
3.1. Introduccién

Como ya se ha mencionado en varias ocasiones, existen grandes diferencias inte-
rindividuales en la respuesta a la mayorfa de los fdrmacos que se utilizan en clinica
debido a que intervienen factores de tipo farmacodindmico, farmacocinético etc.

En lo que se refiere a la administracién oral de fédrmacos la primera etapa
que hay que tener en cuenta es la liberacién del fdrmaco. Esta etapa puede
variar en funcién del proceso de fabricacién, del vehiculo que contiene el fér-
maco, de su formulacién y de los excipientes, estos factores determinan que la

liberacién del fdrmaco sea mayor, menor, mds rdapida o mds lenta (66).
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A continuacién se produce la absorcion del farmaco en el tracto gastro-
intestinal, este proceso es muy variable y en el intervienen diversos factores
entre los que destaca el metabolismo en la luz intestinal que muchos fadrmacos
sufren dentro del conocido metabolismo presistémico. En la mucosa intestinal
existen isoenzimas del sistema del citocromo P-450, especialmente la isoen-
zima CYP3A4, y es sabido que diversos farmacos, sustratos de esta enzima,
muestran una baja y variable biodisponibilidad por via oral debido a este me-
tabolismo presistémico en el tracto gastrointestinal. Alguno de estos farmacos
sufren también un proceso de extrusién hacia la luz intestinal mediado por
bombas de transporte como la P-glicoproteina (Pgp). Si consideramos factores
dietéticos como el zumo de pomelo, pueden inhibir el CYP3A4 y/o la Pgp,
dando lugar a una mayor o menor biodisponibilidad que en muchos casos
puede ser de importancia clinica (66).

En la fase de distribucion, ademds de la unién a proteinas plasmadticas existen
también bombas transportadoras (Pgp y otras no tan conocidas) que determinan
una mayor o menor capacidad de extrusién de farmacos desde diversos tejidos a
sangre. También es conocida la existencia de diversas isoenzimas del sistema del
citocromo P-450 en tejidos distintos al higado o pared intestinal, como es el caso
del cerebro cuya actividad ademads puede ser regulada por diversos neurotrans-
misores. La presencia de estas isoenzimas a nivel cerebral podria ser responsable
de la biotransformacién a este nivel de farmacos activos en el sistema nervioso
central y de la regulacién en la concentracion de los psicofdrmacos a este nivel (66).

En la fase cinética del metabolismo el sistema de isoenzimas del citocromo
P-450 juega un papel claramente preponderante en la mayoria de los firmacos
utilizados en clinica.

En la fase de eliminacion, la existencia de bombas transportadoras puede
contribuir significativamente a la excrecién facilitada de fdrmacos de ciertos
tejidos. La presencia de isoenzimas en tejidos como rifién y pulmén es también
un factor a considerar en la variabilidad interindividual en la eliminacién de
férmacos del organismo (66).

Por dltimo, los isoenzimas del sistema citocromo P-450 juegan un papel
crucial en la magnitud y duracién de los efectos de muchos farmacos, bien por
su papel en el catabolismo de estos hacia metabolitos inactivos o por la bio-
activacién de profdrmacos a formacos activos. Estas isoenzimas estdn también
implicadas en la formacién de metabolitos reactivos, que pueden ser alergéni-

cos, téxicos o mutagénicos (67).



Aspectos farmacologicos del citocromo P-450.
Importancia clinica

A continuacién repasaremos la importancia clinica de las isoenzimas del
sistema citocromo P-450 individualmente.

3.2. Citocromo P-450 3A

Las isoenzimas de la subfamilia P-450 3A (CYP3A) predominan en la fase I del
metabolismo de farmacos en el hombre, ademds metabolizan otros compues-
tos como hormonas esteroideas, toxinas y carcinégenos.

Esta subfamilia se compone de al menos 3 genes diferentes: CYP3A4,
CYP3A5 y CYP3A7 (68), CYP3A43 también se ha identificado recientemente
aunque su importancia metabdlica es discutible. De estas enzimas, CYP3A4 es
la principal, representando 30% del total del citocromo P-450 en el higado (68),
CYP3A5 presenta una actividad catalitica muy similar mientras que CYP3A7
es la forma enzimadtica presente en el feto.

Debido a la gran similitud catalitica entre CYP3A4 y CYP3A5 asi como a
la casi exclusiva localizacion fetal de CYP3A7, estas enzimas se suelen deno-
minar conjuntamente como CYP3A. Cada vez gana mds terreno la idea de un
papel méds preponderante para CYP3A5 en la actividad total de CYP3A (69).

La actividad de CYP3A presenta una alta variabilidad interindividual entre la
poblacién debido a que esta enzima es altamente modulable, ya sea por otros far-
macos (inductores o inhibidores), enfermedades, la dieta o factores ambientales.

Debido a la gran cantidad de farmacos metabolizados por esta enzima, la im-
portancia clinica de este citocromo es obvia. Por ejemplo, en la terapia farmaco-
légica post-transplante, muchos de los inmunosupresores utilizados, por ejemplo
tacrolimus o ciclosporina, son sustratos de CYP3A y también de la glicoproteina
P (Pgp) en el tracto gastrointestinal, de forma que el uso de otros farmacos en
dicha terapia, como los esteroides, que alteren la actividad de CYP3A y/o Pgp,
pueden afectar a los niveles del inmunosupresor necesitando un ajuste de su
dosis para alcanzar el efecto terapéutico o evitar efectos adversos (70).

Del mismo modo, la participacién de CYP3A en el metabolismo de la ma-
yor parte de las estatinas hace que la inhibicién de esta enzima sea clave en el
aumento de los niveles plasmaticos de estos hipocolesterolemiantes, provocan-
do asi un riesgo de miopatia que puede llegar a ser fatal (71).

CYP3A también tiene importancia en el metabolismo de muchas sustancias
psicoactivas, como cocaina, metadona, ansioliticos, hipnc’)ticos, antipsicéticos,

antiepilépticos o los inhibidores de la recaptacién de serotonina (IRSs).
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En el caso de la metadona su metabolismo hepético estd mediado funda-
mentalmente por el citocromo P-450-3A4 (CYP3A4), el 2D6 y el 1A2, dando
como metabolitos por N-demetilacién el EDDP (2-etil-1,5-difenilpirrolidina) y

el EMDP (2-etil-5-metil-3,3-difenilpirrolidina), asi como metadol y normetadol,

aunque en menor medida (60, 61, 62). En cuanto a los IRSs, muchos de ellos

son inhibidores de la actividad enzimaética tanto in vitro como in vivo (72, 73)

y, de hecho, muchas de las interacciones que se producen tras administrar

estos antidepresivos son atribuibles a interacciones con las isoenzimas de la
subfamilia CYP3A (74, 75).
En la tabla 7 se muestran los sustratos, inhibidores e inductores del CYP3 A4:

Sustratos

Inhibidores

Inductores

Antiarritmicos
Antihistaminicos
Antirretrovirales
Bloqueantes calcicos

Benzodiazepinas y otros
ansioliticos e hipnéticos

Estatinas

Esteroides endogenos
Inmunosupresores
Macrélidos

Otros psicofarmacos

Opiaceos

Otros

Quinidina, lidocaina, propafenona

Clorfeniramina, loratadina, terfenadina

Indinavir, ritonavir, nelfinavir, saquinavir

Nifedipina, amilodipina, felodipina, diltiazem, verapamilo

Diazepam, alprazolam, midazolam, buspirona, zaleplén,
zolpidem

Atorvastatina, lovastatina

Hidrocortisona, progesterona, testosterona

Ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, imantib

Eritromicina, claritromicina, troleandromicina

Haloperidol, pimozida, trazodona, nefazodona

Codeina, dextrometorfano, metadona alfentanilo, fentanilo
Cafeina, ergotamina, cocaina, dapsona,

finasteride, pioglitazona, repaglinida,

sildenafil, taxotere, salmeterol, ondansetrén, irinotecan,
vincristina, cisapride

Amiodarona, antirretrovirales (delavirdina, indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir),
4-oxoquinolona, bloqueantes calcicos (diltiazem, verapamilo), macrélidos (eritromicina),
azoles antiftingicos (ketoconazol, itraconazol, fluconazol), esteroides (gestodeno,
mifepristona), fluvoxamina, jugo de pomelo

Antirretrovirales (efavirenz, nevirapina), anticonvulsivantes (fenobarbital,
carbamazepina, fenitoina), glucocorticoides, rifamicinas (rifampicina, rifabutina,
rifapentin), hipérico, pioglitazona
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Otro aspecto de gran importancia clinica en el caso del CYP3A son las
interacciones que desembocan en Torsades de Pointes (arritmias graves ven-
triculares que se manifiestan con una prolongacién del intervalo QT en el elec-
trocardiograma). Este efecto adverso se ha observado tras el aumento de los
niveles plasmdticos de ciertos sustratos de CYP3A (gj. terfenadina, astemizol o
cisaprida) debido a la administracién de farmacos u otras sustancias inhibido-
ras de su metabolismo (77, 78).

También podemos encontrar actividad CYP3A en células tumorales, donde
puede ejercer un efecto protector para ellas al metabolizar formacos antican-
cerigenos (79).

Otros efectos adversos clinicamente significativos en los que interviene el
CYP3A son:

— Hipotensién derivada del aumento de niveles plasmdticos de antihi-
pertensivos bloqueantes de canales de calcio metabolizados por esta
enzima.

— Ataxia por incremento de la toxicidad de carbamazepina al adminis-
trarse junto con inhibidores de CYP3A.

— Ergotismo producido por un incremento de los niveles de ergotamina,
un alcaloide sustrato de CYP3A usado contra la migrafia (80).

Por otra parte, el amplio espectro de farmacos metabolizados por el
CYP3A también posibilita terapias que, mediante alteracién de la activi-
dad enzimdtica, producen unas consecuencias clinicas beneficiosas, ya sea
por ahorro de coste econémico, por ejemplo el aumento controlado de los
niveles de ciclosporina mediante inhibicién de su metabolismo reduce la
dosis necesaria de inmunosupresor (81), o por aumento de eficacia, este es
el caso de la terapia combinada de los inhibidores de la proteasa ritonavir y
saquinavir, la eficiencia del tratamiento aumenta exponencialmente en com-
paracién con la monoterapia, probablemente por la inhibicién combinada
de CYP3A 'y Pgp (82).

Asimismo, la expresiéon de CYP3A4/5 puede ser utilizada como biomar-
cador en osteosarcomas, el tumor 6éseo mas comun en pediatria, una alta ex-
presién de estas enzimas estaria relacionada con un mayor riesgo de aparicién
de metéstasis (83).
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3.3. Citocromo P-450 2D6

El citocromo P-450 2D6 (CYP2D6) es una enzima que es expresada polimoér-
ficamente en el hombre (84) y que estd implicada en el metabolismo de un
gran numero de fdrmacos, representando casi el 25% del total de fadrmacos
metabolizados por el CYP-450. Es probablemente el citocromo mds conocido
y caracterizado de todas las enzimas metabolizadoras de fairmacos.

La existencia de variantes alélicas divide a la poblacién en metabolizadores
lentos (ML), rdpidos (MR) y ultrardapidos (UR).

La administracién de farmacos metabolizados por CYP2D6 a sujetos ML
tiene como consecuencia el aumento de niveles plasméticos de los mismos
con los consiguientes posibles efectos adversos, asi mismo, la administracién
de dichos farmacos en personas que son UR puede derivar en una falta de
eficacia terapéutica.

Existen numerosos antidepresivos que son sustratos del CYP2Dé. El cono-
cimiento previo del genotipo del paciente puede ser ttil a la hora de establecer
la dosis de estos compuestos (85). Firmacos como fluoxetina, norfluoxetina o
desipramina presentan unos niveles plasmaticos muy diferentes cuando se
administran a ML o MR (86, 87) esto implica la posible aparicién de efectos
adversos graves como el sindrome serotoninérgico (88). De hecho, se ha reco-
mendado una reduccién del 50% de la dosis en los antidepresivos triciclicos
cuando se administren a ML, mientras que, en general, para los IRSs las dife-
rencias en la dosificacién son menores (89).

Otras sustancias psicoactivas, sustratos a su vez del CYP2D6, estdn suje-
tas a las mismas limitaciones, y hay casos descritos de antipsicéticos como
risperidona que pueden provocar efectos adversos extrapiramidales si se ad-
ministran a ML de CYP2D6 (90), asimismo la ganancia de peso producida
por el tratamiento con olanzapina parece estar relacionada con el genotipo de
este gen (91). La conversién de codeina a morfina es mediada también por el
CYP2D6, y dada la presencia de esta enzima en cerebro (92), el metabolismo
in situ de este fédrmaco puede tener mucha relevancia clinica. A este respecto,
un estudio demostré que los ML de CYP2D6 necesitaban mds dosis de codeina
para alcanzar los mismos niveles de analgesia que los MR (93). Esto implica
que la posible modulacién local en cerebro de esta enzima, ya sea por sustratos
enddgenos u otros xenobidticos (94), pudiera ser clave para el metabolismo
mediado por CYP2D6.
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La administracién de IRSs que son inhibidores o sustratos de CYP2D6
(fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, antidepresivos triciclicos...) puede pro-
vocar la aparicién de efectos adversos cuando se asocia la terapia a ciertos
anticonvulsivantes (95).

Otros muchos farmacos: antiarritmicos como la amiodarona (96), inhibido-
res de la prostaglandina como celecoxib (97), antitusigenos como dextrome-
torfdn (98), immunosupresores como tacrolimus (99), estdn asociados a efectos
adversos clinicamente serios, y a una disminucién de su eficacia terapéutica
debido a interacciones mediadas por CYP2Dé.

En la siguiente tabla 8 se muestran los sustratos, inhibidores e inductores

del CYP2Dé6:
Anfetaminas Anfetamina, dexfenfluramina, metoxianfetamina
R Lidocaina, encainida, flecainida, mexiletina,
Antiarritmicos N
propafenona, quinidina
Amitriptilina, clomipramina, imipramina,
Antidepresivos desipramina, nortriptilina, paroxetina,
atomoxetina, venlafaxina
Clorpromazina, clozapina, haloperidol,
s Antipsicoticos risperidona, tioridazina, zuclopentisol, quetiapina,
ustratos aripiprazol, ziprasidona
Alprenolol, carvediol, labetalol, metoprolol,
-bolqueantes .
propanolol, timolol
. Codeina, etilmorfina, hidroxicodona, tramadol,
Opiaceos
dextrometorfano
Clorpropamida, flinarizina, tamoxifeno,
Otros ondansetron, tropisetron, clorfeniramina,
loratadina
Amiodarona, ISRS (fluoxetina, sertralina, paroxetina),
. alcaloides (ergotamina, vincamina, harmalina, cocaina, doxorubicina,
Inhibidores S L . . . .
quinidina), bupropion, halofantrina, fenotiazinas, clorfeniramina,
clormipramina, moclobemida, cimetidina, ranitidina, ritonavir, terbinafina
Inductores Dexametasona, rifampicina
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3.4. Citocromo P-450 1A2

Esta enzima adquiere una relevancia muy importante en el campo de los
fdrmacos psicoactivos, ya que muchos de estos formacos se metabolizan por
CYP1A2 y otros son potentes inhibidores de esta enzima. Entre estos fdrma-
cos se incluyen: amitriptilina, cafefna, imipramina, fluvoxamina, clozapina u
olanzapina (100, 101). CYP1A2 es ademds una enzima altamente inducible,
algunos de sus inductores son el tabaco, el ejercicio fisico, la ingestién de car-
nes a la brasa, ciertos vegetales como el brecol o numerosos contaminantes
ambientales (102, 103).

En la tabla 9 se muestran los sustratos, inhibidores e inductores del CYP1A2.

amitriptilina, clomipramina, imipramina,

Antidepresivos . . h ;
desipramina, flivoxamina

Metilxantinas Teofilina, cafeina
Antipsicoticos Clozapina,olanzapina, haloperidol
Sustratos , , . . e
Neurofarmacos Ondasteron, riluzol, tacrina, zolmitriptan
Cardiovasculares Mexiletina, verapamilo, propanolol, R-warfarina
AINEs Naproxeno, paracetamol
Otros Ciclobenzaprina, estradiol, ropivacaina zileuton
Inhibidores Amiodarona, fluvoxamina, 4-oxoquinolona, ticlopidina
Hidrocarburos aromaticos del humo del cigarrillo (benzopireno,
Inductores

metilcolantreno), modafinilo, omeprazol

CYP1A2 es junto con CYP1Al, la principal enzima activadora de procarci-
négenos. CYP1A2 participa en la activaciéon metabdlica de aminas heterocicli-
cas y aromadticas presentes en la dieta (104, 105). CYP1A?2 interviene también
en la activacién metabdlica de estrona a sustancias que se cree pueden estar
asociadas con cancer provocado por estrégenos (106).

En fumadores, la actividad hidroxilasa de hidrocarburos aromaticos que
son activados a intermediarios téxicos y las concentraciones de CYP1Al y
CYP1A2 estdn relacionadas con riesgo de carcinogénesis (107, 108). Por el con-
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trario, hay varios estudios que relacionan la induccién del 1A2 por factores
dietéticos con una disminucién de la incidencia del cancer de mama (109, 110).
De la misma manera, un estudio ha demostrado que la actividad CYP1A2, y
por tanto su capacidad activadora de procarcindgenos, es menor en pacientes
de cancer de colon comparados con pacientes sanos (111).

Existen grandes diferencias interindividuales en la actividad enzimdtica
CYP1A2 tanto in vivo (99), como in vitro (112, 113). Estas diferencias adquieren
importancia clinica en relacién a la respuesta del individuo frente a formacos me-
tabolizados por el CYP1A2 como teofilina, imipramina o cafeina (114, 115, 116).

La actividad CYP1A2 es especialmente importante en el caso de fdrmacos
que acttian sobre el sistema nervioso central. El grado de actividad de esta
enzima, junto con el tabaco y el sexo, se ha asociado a la aparicién de efectos
téxicos por la ingestién de cafeina (112). La ingesta de cafeina debe ser con-
trolada en terapias con otros sustratos de la enzima para evitar interacciones
farmacoldgicas que pueden tener efectos secundarios graves, por ejemplo en
el tratamiento con clozapina (117). Otras terapias con antipsicéticos como la
olanzapina, ven afectada su eficacia debido a la reduccién de sus niveles plas-
maticos asociada al tabaco, a través de la induccién del CYP1A2 (118).

La monitorizacién de los niveles plasméticos de este fairmaco junto a la reali-
zacién de un test de cafeina para determinar la actividad enzimatica 1A2 pueden
ser herramientas muy utiles a la hora de evitar efectos adversos o fallos terapéu-
ticos en pacientes esquizofrénicos tratados con olanzapina (116, 119). También
hay que tener en cuenta la posibilidad de una interaccién con consecuencias
clinicas graves al instaurar un tratamiento antipsicético con tioridazina y con
antidepresivos como fluvoxamina, que sean inhibidores de CYP1A2 (120).

Por ultimo , al estar esta enzima presente en el cerebro (90, 121) su impor-
tancia es ain mayor por el probable metabolismo de psicofdrmacos in situ, y
como consecuencia, la regulacién que pueda experimentar CYP1A2 en este
entorno (122).

3.5. Citocromo P-450 2C9

La subfamilia CYP2C representa aproximadamente el 20% del total de cito-
cromo P-450 en los microsomas hepéticos (123). Esta subfamilia estd com-
puesta por cuatro miembros: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 y CYP2C19 (124),
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siendo CYP2C9 la isoforma mds abundante en el higado (125). Existen di-
versas variantes alélicas del CYP2C9, de las cuales los alelos *3 y *6 presen-
tan una notable reduccién en la capacidad metabolizadora de la enzima in
vivo (126).

Existen efectos adversos clinicamente relevantes derivados del uso de far-
macos sustratos de CYP2C9 que tienen una explicacion genética, este es el caso
del anticoagulante warfarina, que puede provocar hemorragias en individuos
con una enzima CYP2C9 defectuosa (127). En el caso del antiepiléptico fenitoi-
na se ha descrito un caso de toxicidad importante, con sintomas de confusién
mental y pérdida de memoria asociada a este fdrmaco, en un paciente con una
variante alélica no funcional de CYP2C9 (128).

CYP2C9 metaboliza también varias sustancias relacionadas con el cancer
de colon, habiéndose ligado su genotipo al riesgo de desarrollar dicho cancer
(129), sin embargo en otros cdnceres como el de pulmén esta relacién no ha
podido ser establecida (130). Estos polimorfismos, pueden ser importantes en
el metabolismo local de sustratos neuroactivos de esta enzima como fenitoina,
amitriptilina, fluoxetina y varios AINEs con actividad analgésica (131, 132).

Algunos farmacos tienen la capacidad de inhibir esta enzima pudiendo
provocar interacciones de cierta importancia clinica. A este respecto, existen
estudios que demuestran la potenciacién del efecto anticoagulante de la war-
farina cuando se administra conjuntamente con amiodarona (133), efecto ad-
verso que continda atn semanas después de la retirada del fdrmaco. Asimis-
mo, el antidepresivo fluvoxamina es capaz de reducir significativamente el
aclaramiento de tolbutamida, un antidiabético oral sustrato de CYP2C9, con
el consiguiente riesgo de hipoglucemia (134).

Los azoles antifingicos también han mostrado capacidad de inhibir la ac-
tividad CYP2C9 in vivo y/ o in vitro.

Varias pirazolonas también se encuentran entre los inhibidores del
CYP2C9, algunos antiinflamatorios como fenilbutazona y oxifenbutazona
son conocidos como potentes inhibidores del metabolismo de tolbutamida
in vivo (135), a su vez, el tratamiento durante una semana con sulfinpirazona
reduce el aclaramiento plasmadtico de tolbutamida (136) y S-warfarina (137)
en aproximadamente un 40%, con el consiguiente trastorno en la terapia hi-
poglucémica.

En la tabla 10 se muestran los sustratos, inhibidores e inductores del
CYP2C9:
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Antidiabéticos orales Sulfonilureas, nateglinida, rosiglitazona

Diclofenac, ibuprofeno, meloxicam, celecoxib,

AINEs g
naproxeno, piroxicam

Amitriptilina, fluoxetina, fenitoina,

Sustratos Psicofarmacos . .
carbamacepina, fenobarbital

Losartan, irbesartan, fluvastatina, S-warfarina,

Cardiovasculares .
torasemida

Otros Tamoxifeno

Amiodarona, ISRS (fluvoxamina, sertralina, paroxetina ), azoles
Inhibidores antifingicos (Ketoconazol, fluconazol), estatinas (fluvastatina, lovastatina),
isoniazida, probencid, sulfametoxazol, tenipésido, trimetropina, zafirlukast

Inductores Barbituricos, rifampicina

3.6. Citocromo P-450 2C19

Esta enzima metaboliza aproximadamente el 15% de farmacos biotransforma-
dos por el CYP-450.

Es una enzima polimérfica que presenta 15 variantes alélicas, y una pre-
valencia con marcada variabilidad interracial (138) siendo CYP2C19*2 y
CYP2C19*3 las responsables del 95% de fenotipos ML, presente en el 1-5% de
la poblacién blanca.

El cardcter polimérfico de esta enzima tiene una importancia clinica muy
significativa. Asi, el genotipo ML estd asociado con un metabolismo defectuo-
so de antiinfecciosos como el proguanil (139), antidepresivos como el citalo-
pram (140) o farmacos como la talidomida (141).

Esta enzima interviene ademds en el metabolismo de inhibidores de la
bomba de protones como el omeprazol, lansoprazol o pantoprazol.

A este respecto, se ha propuesto la genotipacién de CYP2C19 como una
técnica para identificar pacientes con riesgo de desarrollar hipocloridia
en terapias con estos inhibidores (142), asi como para individualizar regi-
menes de dosificacién de estos fdrmacos en la erradicaciéon de Helicobacter
pylori (143).
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El genotipo de CYP2C19 es también el responsable de la variacién
en las interacciones causadas por la administracién concomitante de sus-
tratos de esta enzima y de inhibidores de su metabolismo como la fluvoxa-
mina (144).

CYP2C19 metaboliza también farmacos usados en el tratamiento de la
epilepsia como diazepam, fenitoina, fenobarbitona, S-mefenitoina. Existen
estudios que describen casos de toxicidad de fenitoina tras una terapia com-
binada de este firmaco, diazepam (145), ticlopidina (146) o isoniazida (147)
entre otros. El uso combinado de fenitofna con otros antiepilépticos como la
carbamazepina puede provocar también problemas debido a la inhibicién del
metabolismo de CYP2C19 y el consiguiente aumento de niveles de fenitoina,
un fdrmaco con un estrecho margen terapetitico (148).

El metabolismo de antidepresivos como fluoxetina, amitriptilina o moclo-
bemida mediado por CYP2C19 es causa también de numerosas interacciones
graves (149, 150). La importancia clinica de estas interacciones vendrd dada
por la amplitud de la ventana terapéutica de los fdrmacos afectados y/o la
magnitud del cambio en sus niveles plasmaticos.

En la tabla 11 se muestran los sustratos, inhibidores e inductores del
CYP2C19:

Fenitoina, mefenitoina, fenobarbital y otros

Anticonvulsivantes . L
barbituricos, primidona

. . Amitriptilina, clomipramina, imipramina
Antidepresivos ptitina, comip b e !
moclobemida, citalopram

Sustratos Cardiovasculares Propanolol, R-warfarina

Inhibidores de la bomba

Omeprazol, lansoprazol, pantoprazol
de protones P ! p 72 P

Indometacina, tenipésido, nelfinavir,

Otros . . B
ciclofosfamida, carisoprodol

Cimetidina, ISRS (fluvoxamina, fluoxetina, paroxetina), azoles
antifingicos (Ketoconazol, fluconazol), anticonvulsivantes (felbamato,

Inhibidor: . . L
bidores topiramato, fenitoina), inhibidores de la bomba de protones (omeprazol,
lansoprazol), modafinilo, indometacina, ticlopidina, probencid
Inductores Carbamazepina, prendisona, noretindrona, rifampicina
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3.7. Citocromo P-450 2A6

Esta enzima, activa numerosos carcinégenos y contribuye al metabolismo de
fdrmacos como metoxiflurano, halotano, dcido valproico y disulfiram. Su gran
importancia clinica radica en que tiene como sustrato a la nicotina. En hu-
manos, el 70-80% de la nicotina es inactivada a cotinina, siendo el CYP2A6
el responsable de la mayor parte de esta conversién (151) y de posteriores
biotransformaciones de cotinina.

CYP2A6 también es una enzima polimérfica con una marcada variabilidad
interindividual, siendo los individuos ML mucho més frecuentes en pobla-
ciones asidticas que en europeas (152). Dicha variabilidad puede explicarse
por el uso concomitante de fadrmacos como los antiepilépticos o por factores
ambientales (153). Se ha sugerido que el polimorfismo de CYP2A6 es un factor
determinante en el tabaquismo, incluso se ha propuesto el uso de inhibidores
de la enzima para tratar la dependencia del tabaco (154). Sin embargo, los
resultados de un estudio en el que se observé una representacién mds baja
de individuos portadores de alelos defectuosos del gen entre personas depen-
dientes del tabaco que entre personas no dependientes (155), han sido puestos
en duda por otros estudios mds recientes que no han podido reproducir sus
conclusiones (156, 157).

Tedricamente los individuos sin CYP2A6 activo (ML) estarian mds prote-
gidos frente a enfermedades como el cancer de pulmén por un doble meca-
nismo, primero porque fumarian menos cigarrillos o no fumarian en absoluto
(153) y segundo, porque varios procarcindgenos presentes en el humo del ta-
baco no serfan activados por la enzima.

En la préctica la relacién cdncer de pulmén/CYP2A6 es mds compleja,
existiendo varios estudios con resultados contradictorios (154, 158), por lo tan-
to, hay mds factores de diversa indole que intervienen en la susceptibilidad a

padecer este tipo de cdncer.

3.8. Citocromo P-450 2C8

La importancia clinica de este citocromo es limitada y radica principalmente
en el metabolismo de compuestos endégenos y ciertas estatinas. CYP2C8 me-

dia la transformacién del dcido araquidénico en dcidos epoxieicosatrienoicos
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(EETs) implicados en numerosos procesos. Esta biotransformacién se lleva a
cabo principalmente en el cerebro (159).

Se ha identificado un polimorfismo en este gen (CYP2C8*3) que afecta sig-
nificativamente a la produccién de EETs, y al flujo sanguineo en los vasos
cerebrales. Esta mutacién también reduce el aclaramiento de firmacos antican-
cerosos como el paclitaxel (taxol) (160).

CYP2CS8 estd también implicado en el metabolismo de cerivastatina (161).
Este hipolipemiante fue retirado del mercado en agosto de 2001 después de
registrarse varias muertes por miopatias asociadas a altos niveles plasméticos
del farmaco. Muchas de estas muertes respondian a una terapia concomitante
con gemfibrozilo. El mecanismo de esta interaccién se explica por una inhi-
bicién por parte del gemfibrozilo del metabolismo de cerivastatina mediado
por CYP2C8 (162). Gemfibrozilo inhibe también el metabolismo 2C8 de otros
compuestos, como el antidiabético rosiglitazona, lo cual podria aumentar la
eficacia de este farmaco aunque también el riesgo de efectos adversos dosis-
dependientes (163).

3.9. Citocromo P-450 2E1

CYP2E1 es una enzima clave en las reacciones de toxicidad, ya que estd impli-
cada en la activacién de numerosos procarcinégenos y protoxinas, y metaboliza
ademds numerosos xenobidticos como etanol, benzeno, tolueno, nitrosaminas,
y también fdrmacos como acetaminofeno y clorzoxazona (164). El alelo muta-
do (C2) del CYP2EL1 es el responsable de la mayor actividad enzimadtica (165).

Los niveles de CYP2E1 varian interindividualmente debido sobre todo a
su inducibilidad por xenobidticos como el etanol y compuestos organicos vo-
latiles (166). Los individuos que sean alcohdlicos tienen, por tanto, mayor sus-
ceptibilidad a los intermediarios biolégicos reactivos generados por CYP2E1 a
partir de sus sustratos (167). Por tanto, las variaciones interindividuales en la
expresion enzimadtica pueden determinar el grado de toxicidad provocado por
estos compuestos (168).

Existen varios polimorfismos genéticos identificados que también pueden
contribuir a dicha variabilidad de la enzima, sin embargo, la relacién geno-
tipo-fenotipo no estd demostrada atn (169). Por eso, mds que el genotipo, la
actividad enzimadtica 2E1 caracterizada por el aclaramiento de clorzoxazona,
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un relajante muscular, parece ser un método prometedor para caracterizar di-
cha actividad y, por tanto, para detectar individuos que sean particularmente
sensibles a ciertos compuestos téxicos (170).

En la tabla 12 se muestran los sustratos, inhibidores e inductores del CYP2E1:

Anestésicos volatiles Halotano, enfluorano, isofluorano,
éteres metoxifluorano, sevofluorano
Etanol
Sustratos
Otros Paracetamol, clorzoxazona
Toxicos ambientales . .
K Derivados del formol, anilinas, benceno
de bajo peso molecular
Inhibidores Ditiocarbamato, disulfiram
Inductores Etanol, isoniazida

3.10. Citocromo P-450 2J2

Este citocromo es el tinico miembro de la subfamilia CYP2J, en el que la en-
zima se expresa en gran medida a nivel extrahepético, en tejidos como el co-
razén y endotelio de arterias coronarias (171) y en menor medida en higado,
rinén, pulmén, etc.

Esta enzima metaboliza xenobiéticos como el diclofenac, el bufurarol o la
ebastina, si bien su importancia radica en la biotransformacién del 4cido ara-
quiddnico, especialmente en el corazén (172, 173, 174).

El dcido araquidénico se transforma por esta via en EETs (dcidos epoxiei-
cosatrienoicos), los cuales intervienen en procesos tan importantes como la
regulacién de la proliferacién celular, la inflamacién, la homeostasis, la regu-
lacién de la secrecién hormonal o el tono muscular liso en los bronquios y
vasos sanguineos (174).

La biosintesis de estos EETs, y en consecuencia los procesos antes citados,
puede verse afectada por factores que afecten a la funcionalidad de CYP2J2,
como por ejemplo la induccién por barbittricos o por inductores medioambien-
tales, factores nutricionales, la variabilidad genética, si bien la importancia clinica
de las variantes alélicas encontradas estd todavia por determinar (174).
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Polimorfismos geneticos de los citocromos P450

1. Introduccion

Los avances en el campo de la terapéutica nos dirigen actualmente hacia la
btisqueda de la medicina personalizada. Los medicamentos son una de las
causas mas comunes de efectos adversos, aumentando la morbi-mortalidad,
asi como los costes sanitarios (1, 2). Mientras un medicamento determinado, a
dosis estandar, tiene un efecto beneficioso en un paciente, en otro puede desde
no tener el efecto deseado, a producir algin tipo de reaccién adversa (RAM),
de mayor o menor relevancia.

Concentrandonos en el motivo de esta monografia, sabemos, que muchas
de estas reacciones «inesperadas» en los tratamientos farmacolégicos, tienen
una relacién importante con el metabolismo de esas sustancias, y es por este
motivo, por lo que la variabilidad en los enzimas del citocromo P450, supone
un amplio campo de investigacién.

La respuesta de cada persona a un medicamento es de origen multifacto-
rial, depende de la interrelacién de diversos factores, tanto ambientales como
genéticos (3). La impronta genética de cada individuo determina su compor-
tamiento ante los formacos. No se sabe cuantos genes estdn implicados desde
que un fidrmaco entra en el organismo humano, hasta que se elimina, lo que sf
se sabe es que el perfil genético del individuo permanece estable a lo largo de
la vida y hace a cada individuo tnico e irrepetible a diferencia de otras varia-
bles que también pueden influir en la respuesta a los farmacos (4). Del mismo
modo, la heterogeneidad genética de la enfermedad también tiene su impor-
tancia. Casi todas las enfermedades, en general son conjuntos de subtipos que
comparten rasgos clinicos, paraclinicos y hasta histopatolégicos. La enferme-
dad ha pasado de ser conceptualizada a nivel de células 6rganos y sistemas, a
caracterizarla en términos de moléculas y genes, por lo que serfa el patrén
genético expresado el que llevaria al éxito o fracaso de un determinado trata-
miento (5).

La finalizacién del Proyecto Genoma Humano ha revolucionado la medi-
cina del siglo Xxx1, lo que permitird comprender mejor la interaccién entre los
componentes genéticos de las enfermedades y su fisiopatologfa. Gracias a este
proyecto, ampliado actualmente en el denominado «Proyecto Internacional
HapMap (6), los investigadores tratan de definir patrones de asociacién entre
diferentes variantes génicas y asi poder seleccionar un minimo de SNPs que
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capturen la méxima diversidad del genoma humano, lo cual evitaria la nece-
sidad de genotipar todos los alelos (7).

Hay dos disciplinas que tratan de explicar las diferencias inter-individuales
de la respuesta a los farmacos. Estas disciplinas son la farmacogenética, y su
versién cuantitativa mds reciente, la farmacogenémica.

Fue Vogel en 1959 el primero en introducir el término farmacogenética
para explicar la variacién individual en la respuesta a medicamentos (8). La

ICH (Conference of Harmonisation) define los dos términos:

Farmacogenémica como el estudio de las variaciones de las caracteristicas
del RNA y DNA relacionadas con la respuesta a los farmacos, y el término
Farmacogenética como el estudio de las variaciones en la secuencia de DNA

relacionadas en la respuesta a los farmacos (9).

La farmacogenética parte de la premisa de que la estructura genética del
individuo tiene un papel muy importante en la respuesta a los farmacos y por
tanto se puede explicar una respuesta farmacolégica a partir de un genotipo.
En su sentido mas amplio comprende a la farmacogenémica, que utiliza herra-
mientas para buscar en el genoma completo los factores multigénicos que de-
terminan la respuesta farmacoldgica (3); es decir, la forma en que dichos genes
manifiestan sus variaciones y de qué manera estas variaciones pueden interac-
cionar para configurar el fenotipo de cada individuo, en lo que afecta a su
respuesta a los medicamentos.

La farmacogendémica estudia en su conjunto a todos los genes farmacol6-
gicamente relevantes (10) y la manera en que estos genes presentan sus varia-
ciones para manifestar el fenotipo.

Hay multiples mecanismos por lo que un polimorfismo resulta en un feno-

tipo alterado de respuesta a un farmaco:

— Cambia la secuencia de aminodcidos de la proteina.
— Se altera la region del promotor de un gen.
— Se pierde el gen o se producen varias copias de €l (11).

Por tanto, la farmacogenética y la farmacogenémica tratan de explicar las
diferencias interindividuales de la respuesta a los fArmacos observadas en las

poblaciones (12).
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Desde la disciplina de la farmacologia los farmacos se tratan desde dos
perspectivas:

Una perspectiva farmacodindmica y otra farmacocinética. La acciéon farma-
colégica de un medicamento estard condicionada por el polimorfismo genéti-
co, que influye en ambos procesos, farmacocinético y farmacodindmico. Los
genes que codifican para las enzimas encargadas del metabolismo, transporte,
recepcién y apertura de canales idnicos pueden alterar la eficacia del trata-

miento o producir riesgos de que exista una reaccién adversa.

Absorcion

Distribucion
Farmacocinética =

< Metabolismo
/ Excrecion

Polimorfismo

genetico Receptores
Canales iénicos

Farmacodinamica

AN

Enzimas

ZAN

Sistema inmune

En este sentido, los genes CYP, exhiben una amplia variabilidad genética,
que frecuentemente deriva en alteraciones de la actividad enzimatica. Esto se
traduce en alteraciones en los efectos de la medicacién, por lo que el genotipa-
do de estas enzimas metabdlicas tiene un importante potencial en lo que se

refiere a la optimizacién en la terapéutica farmacoldgica (13, 14).

2. Definicion

Autores como Ford en 1940 (15), Cavalli-Sforza y Bodmer en 1971 (16), Vogel y
Motulsky en 1986 (17) y Meyer en 1991 (18), han contribuido a la definicién de
polimorfismo genético. Hablamos de polimorfismo genético cuando en una po-
blacién se da una variacién alélica con una frecuencia igual o superior al 1% (3).
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Un gen especifico codifica cada enzima P450, y cada individuo posee un
alelo de cada padre. Nos referimos a los alelos como «salvajes» (wild Type) o
variantes, siendo el alelo salvaje el mds comtn en la poblacién general.

— Un metabolizador normal (extensive), recibe dos copias de alelos «wild
type». Los polimorfismos ocurren cuando una variante alélica reempla-
za a uno o los dos alelos wild type.

— Un metabolizador pobre «poor», posee dos copias de variantes alélicas,
ya que las variantes alélicas normalmente codifican P450 sin actividad,
o con actividad reducida (19).

— Los metabolizadores ultrardpidos tienen mdltiples copias de alelos sal-
vajes, lo que se traduce en un exceso de actividad enzimdtica (20).

Los polimorfismos genéticos de enzimas P450, son también responsables
de las variaciones observadas en la respuesta a medicamentos entre pacientes
de diferentes etnias (11, 21), por ejemplo, el 7% de personas blancas, y del 2-7%
de personas negras son metabolizadores pobres de medicamentos dependien-
tes del CYP2D6, responsable del metabolismo de muchos beta-bloqueantes,
antidepresivos, y opidceos (22, 23).

Los datos que se tienen hasta el momento sugieren que los polimorfismos
genéticos son los responsables de entre el 15-30% de la respuesta a farmacos (24).
Sin embargo, no todos los polimorfismos son funcionales (25). Los polimorfis-
mos de un solo nticleotido comprenden al menos el 90% de todos los polimor-
fismos del genoma humano, con lo que es esperable, que la mayoria de las
técnicas bioinformadticas desarrolladas vayan dirigidas a detectar este tipo de
mutacion.

Las variaciones del fenotipo humano se han relacionado con dos tipos
principales de variaciones de secuencias, los Polimorfirmos de un solo nucleé-
todo (SNPs), y las Inserciones/ delecciones (3), que citaremos muy brevemente

en este capitulo.

2.1. Polimorfismos de un solo nucleétido

Los polimorfismos de un solo nticleotido o SNPs, son sustituciones de un solo
par de bases, con una frecuencia de al menos un 1%. Su frecuencia en el geno-
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ma humano es de aproximadamente un SNP por cada varias centenas a un
millar de pares de bases, dependiendo de la regién génica (26, 27). Se presen-
tan en la actualidad como marcadores genéticos de eleccién, debido a su ele-
vada distribucién en el genoma humano (28, 29).

Los SNPs se dividen en (17):

— ¢SNP: SNps en la regién codificadora. Se subdividen en:

¢ No sinénimos: o mutacién de aminodcido, cuando el cambio del par
de bases provoca la sustitucién del aminodcido, lo que puede modi-
ficar la estructura y estabilidad de la proteina, su afinidad al sustrato,
o introducir un codén de terminacién.

e Sindénimo: o codificador, cuando la sustitucién del par de bases den-
tro de un codén no modifica el aminoacido codificado. Son mucho

mas frecuentes que los No sinénimos (3).

— SNPs en regiones NO codificadoras. Tienen consecuencias funcionales, y
son muy utilizados con fines de individualizacién, por lo que se estdn
incluyendo en baterias de marcadores, sobre todo en estudios forenses.
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2.2. Inserciones/deleciones

Son mucho menos frecuentes en el genoma humano y son especialmente es-
porédicas en las regiones que codifican genes. Son el segundo grupo mads im-
portante, y pueden tener cualquiera de los efectos de las sustituciones de los
SNP: repeticiones cortas en el promotor o inserciones/deleciones grandes que
afladen o sustraen aminodcidos.

Estos polimorfismos también participan en las duplicaciones de genes,
multiplicacién de genes de la linea germinativa que se hereda de manera esta-
ble y que origina una mayor expresién y actividad de las proteinas, o delecio-
nes de genes que provocan la falta de produccién proteinica (17).

Miras Portugal, MT y Gualix, J, hacen una clasificacién de los polimorfis-
mos de CYP segtin su estructura y funcién (30):

1. Polimorfismos en la zona de interaccién con el hemo y reaccién de
monooxigenasa: Las mutaciones ocurridas en esta regién pueden ser
silenciosas en relacién al metabolismo total de la sustancia (enddgena
0 exdgena), pero muy importantes en lo relacionado con la produccién
de especies reactivas de oxigeno y toxicidad celular.

2. Cambios en la zona de reconocimiento y unién al sustrato: modifica-
ciones aqui pueden llevar a la pérdida de capacidad para metabolizar
ciertos compuestos. Si son compuestos endégenos, podriamos prever
que se produciria una enfermedad metabdlica cldsica, mientras que si
son xenobidticos, cabria esperar cambios en algunas propiedades far-
macocinéticas.

3. Polimorfismos en la zona de anclaje en la membrana del reticulo, e
interaccién con la enzima reductasa: pueden producirse por la susti-
tucién de los aminodcidos hidrofébicos por otros mds hidréfilos en
las zonas de anclaje e interaccién. Esto se traduce en alteraciones en
la cadena de transporte, y por lo tanto en alteracién del metabolismo
del sustrato de la reaccién. Se sospecha que la mayoria de las especies
reactivas de oxigeno en el citosol hepético proceden de esta reac-
cién.

4. Polimorfismos en las zonas promotoras no codificantes: tendrian im-
portancia a la hora de la induccién de la expresion por diferentes xe-
nobidticos, pudiendo incluso carecer de la proteina.
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5. Polimorfismos debidos a formacién de cadenas incompletas: por apa-
ricién de un codén de terminacién prematuro. La proteina suele care-
cer de actividad enzimatica.

6. Otros. En este apartado se pueden incluir modificaciones en zonas que
mantienen la configuracién espacial del CYP, o su interaccién con el
medio citosdlico, ya sean solventes, iones, u otras proteinas solubles.

Actualmente se conocen 74 familias de genes CYP, de las cuales 43, son
humanas. Los genes CYP se clasifican en 18 familias: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 11, 17,
19, 20, 21, 24, 26, 27, 39, 46 y 51 (31).

La doble dotacién genética en los seres humanos (paterno y materno), per-
mite tener dos genes CYP del mismo tipo, los dos genes pueden ser idénticos
alelos o diferentes, si existen polimorfismos. La presencia de estas variantes
alelicas en determinados individuos es responsable de la variabilidad en la
respuesta farmacoldgica (32).

3. Importancia de los polimorfismos

La variabilidad en los efectos de los farmacos ha sido investigada desde los
afios 50 (33). Las primeras observaciones datan de la Segunda Guerra Mun-
dial, en la cual se puso en evidencia que habia una mayoria de soldados ame-
ricanos de raza negra que tenian problemas de hemdlisis cuando tomaban el
antimaldrico primaquina. Este hecho pudo explicarse mds adelante debido a
la deficiencia de Glucosa -6-fosfato deshidrogenasa (34). Cuando se introdujo
la Isoniazida en el tratamiento de la tuberculosis, también se observé que ha-
bia diferencias en la velocidad de acetilacién de diferentes farmacos (35).

Los isoenzimas del CYP-450 juegan un papel fundamental en la magnitud y
duracién de los efectos de muchos farmacos ya sea por su papel en el catabolis-
mo de éstos hacia metabolitos inactivos o en la bioactivacién de profdrmacos a
farmacos activos. Estas isoenzimas estan también implicadas en la formacién de
metabolitos reactivos, que pueden ser alergenitos, toxicos o mutagénicos (36).

Para cada isoenzima del CYP existen varios polimorfismos genéticos y
aunque no todos son relevantes a nivel fenotipico existen algunos de ellos que
son determinantes en el metabolismo de farmacos y contaminantes ambienta-

les y de ahi la importancia de su estudio (37). En humanos, las familias impli-
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cadas en el metabolismo de xenobiéticos son las CYP1, CYP2 y CYP3 (11, 38).
Practicamente el 50% de la totalidad de citocromos P450 en humanos pertene-
cen a alguna de estas tres familias, aunque todavia muchas funciones cataliti-
cas no estdn determinadas (39). La presencia de un polimorfismo genético
puede poseer alguna relevancia a nivel funcional, lo que incluirfa cambios en
el nivel de expresién del RNA mensajero o la proteina, la selectividad por el
sustrato o su actividad enzimaética (40).

En un estudio reciente, se revisé la ruta de eliminacién de los 200 medica-
mentos mds vendidos por prescripcién en los EE.UU. y se encontré que cerca
de 80% de los farmacos eran metabolizados por las familias 1, 2 y 3 del CYP-
450 y que la mayor contribucién la hacian las isoenzimas CYP3A4/5 (37%),
CYP2C9 (17%), CYP2D6 (15%), CYP2C19 (10%), CYP1A2 (9%), CYP2C8 (6%)
y CYP2B6 (4%). Las enzimas CYP1A2, CYP2C8 y CYP3A4, que carecen de
polimorfismos funcionales, son responsables del metabolismo de la mitad de
estos farmacos, mientras la otra mitad se metaboliza por la ruta de las isoen-
zimas CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 y CYP2D6, cuyos genes son ricos en poli-
morfismos que causan cambios en la expresion, selectividad o actividad de la
enzima, que se reflejan en variabilidad en la respuesta a farmacos (40).

En el metabolismo normal de un farmaco, suelen intervenir dos o més
isoformas CYP y otros enzimas fdrmaco-metabolizantes, generdndose muchos
metabolitos primarios y secundarios. El metabolismo catalizado por CYP, sue-
le ser regio y estereo-selectivo; esta ultima caracteristica es importante si el
medicamento administrado es un racemato y los enantiémeros poseen diferen-
tes actividades farmacoldgicas (41) (ejemplos, metadona, talidomida, etc.).

A continuacién describiremos los principales polimorfismos implicados en
el metabolismo de fdrmacos, asf como sus repercusiones fundamentales.

4. Principales isoformas del CYP450

Las enzimas polimérficas metabolizadoras de xenobiéticos pueden dividirse

en dos clases (42):

— Clase I: compuesta por CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 y CYP3A4. Son enzi-
mas bien conservadas, y que no muestran polimorfismos muy importan-

tes, aunque son activas en el metabolismo de drogas y precarcinégenos.
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— Clase II: compuesta por CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 y CYP2D6. Son
altamente polimérficas y activas en el metabolismo de drogas, no en el
de precarcinégenos.

4.1. Familia CYP1

Miembros de la familia CYP 1 estan implicados en la detoxificacién o bioacti-
vacién de numerosos contaminantes ambientales y otras sustancias como fla-
vonoides y aminas aromdticas. Los genes para la familia CYP1 en vertebrados
comprende 4 subfamilias CYP1A, CYP1B, CYP1C, y CYP1D. Recientemente se
ha identificado el gen CYP1D en peces, pero todavia esta informacién no es
extrapolable a mamiferos (43).

Son sustratos frecuentes de esta familia, las moléculas altamente hidrofé-
bicas, asf como las moléculas de estructura parcialmente planar, incluidos mu-
chos hidrocarburos policiclicos aromadticos, y aminas heterociclicas. Todas la
enzimas CYP1 humanas son inducibles via receptor de hidrocarburo aromati-
co (AH) (36).

Los genes CYP1A1, CYP1A2 Y CYP1B1 son los mds importantes en cuanto
al metabolismo de fadrmacos en seres humanos. Los tres tienen una caracteris-
tica en comtin, son activados tanto por hidrocarburos aromaticos policiclicos
como por el tabaco (44). Aproximadamente una décima parte de la poblacién
muestra una elevada induccién de CYP1A1l y puede tener un mayor riesgo de
desarrollar determinados tipos de cancer (45).

El CYP1A1 y CYP1A2 se encuentran en el cromosoma 15 conteniendo 9
exones cada uno. Constituye la mayor fraccién del citocromo P450 extrahepa-
tico (46). E1 CYP1B1 se encuentra en el cromosoma 2 y solo contiene 4 exones.
Tanto el CYP1A1 como el CYP1BI no parecen actuar sobre los farmacos del
mercado aunque, el CYP1A1 puede tener relacién con reacciones alérgicas o
toxicas por generaciéon de metabolitos extrahepaticos (43).

La induccién del CYP1A1 exhibe polimorfismo genético y el fenotipo se
presenta como autosémico dominante. Tiene al menos 15 SNPs validados. Uno
de los polimorfismos mds relevantes es el cambio de una isoleucina por una
valina en el exén 7. Este cambio procede de la sustitucién de una sola base A
por G en dicho exén (2455A>G), y se denomina CYP1A1*2C. Posee actividad
hidrolasa y se asocia a un mayor riesgo de padecer cdncer de boca al masticar
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hojas de bete (30). La mutacién CYP1A1*2? corresponde al cambio de T por C
en la posicién 3.801 y favorece la aparicién de cancer de pulmén y célon en
individuos homocigotos (47).

El CYP1A2 supone aproximadamente un 13% del contenido en CYP del
higado, y estd implicado en el metabolismo de un gran ntimero de drogas asi
como de la activacién de numerosos promutdgenos y procarcinégenos de
origen alimenticio o medioambiental (48). La variabilidad interindividual en
la actividad del CYP1A2 es significativa. Encontramos dos alelos interesan-
tes, CYP1A2*1F (-163C>A, rs762551) y CYP1A2*1K ([-739T>G;- 729C>T;
-163C>A]). El CYP1A2*1F parece que influye en la capacidad de induccién
del gen, y afecta «in vivo» a la magnitud del metabolismo de la cafeina, con
lo que se puede relacionar por lo tanto, el fenotipo del CYP1A2 con este
metabolismo (49).

El CYP1A2 podria estar implicado en el metabolismo de metadona, aun-
que su significado clinico in vivo todavia no ha sido demostrado (50, 51). El
ciprofloxacino administrado durante 6 meses a pacientes en metadona, produ-
ce sintomatologia de sobredosificacién de la misma (somnolencia, depresién
respiratoria) debido a la inhibicién de los citocromos 1A2 y 3A4 (52).

El CYP1B1 se encuentra en el cromosoma 2 y contiene 3 exones y dos in-
trones (53). Codifica una proteina de 543 aminodcidos que se expresa en dife-
rentes tejidos extrahepdticos como el ocular (54). Se han identificado mds de
26 polimorfismos en humanos, de los cuales, 19 muestran cambios en los ami-
nodcidos (55). En este sentido es destacable el hecho de que mutaciones en este
gen (alelos nulos) causan glaucoma congénito primario (PCG). Se cree, que la
relacién causal podria ser la participacién de este citocromo en la biosintesis y
degradacion del 4cido retinoico (56).

La sobreexpresién de CYP1B1 en tejidos tumorales incrementa la conver-
si6n de estradiol en 4-OH-estradiol, lo que posiblemente tenga importancia en
la carcinogénesis de los tumores de mama y de endometrio (57).

Los datos de las tltimas publicaciones sugieren que los polimorfismos
combinados de CYP1Blcon enzimas metabdlicas de la fase II (Glutation -S
—Transferasa(GST) y N-acetil transferasa), podrian influir en la susceptibilidad
hacia los factores de riesgo a padecer cancer (58). En los estudios de Van Em-
burgh y colaboradores, se ha observado la relacién entre los polimorfismos
CYP1B1 y GST en la etiologia del cdncer de mama, sobre todo en mujeres
menores de 60 afios (59).
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4.2. Familia CYP2

La familia 2 comprende al menos 5 subfamilias: CYP2A, CYP2B, CYP2C,
CYP2D, CYP2E (60).

En humanos la familia 2A tiene tres genes, CYP2A6, CYP2A7 y CYP2A13,
aunque el 2A7 es un pseudogen, y el 2A13 se expresa principalmente en la
mucosa olfatoria (42).

El CYP 2A6 es altamente polimérfico (61), siendo las variantes mds importan-
tes CYP2A6%4, CYP2A6™9 y CYP2A6*1B (62). Metaboliza precarcindgenos relacio-
nados con el tabaco, asf como sustancias clinicamente importantes como nicotina,
cumarina, metoxifluorano, halotano, dcido valpréico y disulfiram. En lo que se
refiere a fdrmacos anticancerigenos, el CYP2A6 cataliza la activacién de Tegafur
a 5-F-Uracilo. Se ha visto que pacientes con metabolismo pobre de Tegafur, po-
seen un fenotipo heterocigoto para CYP2A6*4 y CYP2A6*11 (63). Sin embargo,
debido a que otros citocromos como el CYP2C8 y el CYP1A2, participan en esta
activacién (64), seria necesario ampliar las investigaciones para aclarar el impac-
to del polimorfismo 2A6 en el metabolismo de agentes anticancerosos.

El CYP2A13 es responsable de la activacion del agente carcinogénico del
tabaco NNK (4-metilnitrosoamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, y de otros agentes
toxicos del tracto respiratorio. Aunque se han descrito diversos polimorfismos
que causan disminucién en la actividad del enzima (65), también se sabe que
el CYP2A13 se regula epigenéticamente, lo que podria explicar su expresiéon
selectiva en los tejidos (66).

El CYP2C9, se expresa predominantemente en el higado, representando
aproximadamente el 20% del contenido hepatico. Metaboliza alrededor del
15% de las drogas o farmacos habituales, algunas de las cuales son de impor-
tancia elevada en el uso clinico (Antagonistas de la angiotensina, antiinflama-
torios No esteroideos, antidiabéticos orales, antiepilépticos, anticoagulantes
orales, psicétropos, profdrmacos anticancerosos, etc.) (67, 68), asi como sustan-
cias endégenas como los dcidos araquidénico y linoléico (69).

Los polimorfismos genéticos del 2C9 incluyen mds de 34 alelos (55). Los
alelos CYP2C9*2,*3,*4,*5 y*30 refieren cambios en los aminodcidos, y han sido
observados con actividad in vitro (70, 71), y/o in vivo (71, 72, 73). Esta amplia
variabilidad individual hace que existan grandes variaciones tanto en la res-
puesta, como en los efectos adversos a los medicamentos. Los polimorfismos
mas frecuentes en poblacién caucdsica (35%) son el CYP2C9*2 y *3 (58).
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En este sentido, son de especial interés las drogas sustratos de este cito-
cromo con estrecho margen terapéutico, como la warfarina, tolbutamida,
fenitoina, etc., en las cuales los cambios de actividad del enzima se pueden
traducir en problemas en el ajuste de la dosis o en la toxicidad; por ejemplo,
los pacientes con CYP2C9*2 6 *3 tienen una media disponible de la dosis
diaria de warfarina menor, con lo que tienen un incremento del riesgo de
hemorragia (74).

Ademéds de los polimorfismos genéticos, las diferencias interindividuales
en la actividad enzimdtica pueden explicarse por factores ambientales. Por
ejemplo, son inducidos por CAR (constitutive androgen receptor), PXR (preg-
nane-X-receptor), y ligandos GR a través de diferentes elementos en la regién
promotora;y se inhiben por anticonceptivos orales (75).

Respecto al metabolismos de los opioides, los datos no muestran evidencia
de la implicacién de este citocromo, encontrdndose en la bibliografia dos estu-
dios, en los que se muestra la ausencia de los polimorfismos del 2C9 en los
niveles plasmadticos de metadona (50, 76).

4.2.1. CYP2C19

Para este citocromo, se han descrito siete alelos (CYP2C19*2-*8) relaciona-
dos con un fenotipo de metabolismo disminuido (poor metabolizer-PM-).
Dentro de estos siete, dos son los respondables de la mayoria de los fenoti-
pos PM: CYP2C19*2, y CYP2C19*3 (77). Recientemente se ha descrito la va-
riante alélica 2C19*17 relacionada con el fenotipo de metabolizador ultrarra-
pido (78).

Estd involucrado en la N-demetilacion estereoselectiva de la R-metadona
in vitro (79), aunque no tiene trascendencia in vivo en lo que se refiere a los
niveles plasmaéticos (83, 80). No se conocen otros opioides sustratos de este
citocromo.

En lo que se refiere al metabolismo de analgésicos antiinflamatorios No
esteroidicos (NSAIDs), se ha demostrado in vitro que el 2C19 participa en una
pequefia proporcion en la 5-hidroxilacién del diclofenaco, y en el metabolismo
de ibuprofeno (81, 82). La aspirina parece ser un inductor de este enzima, in-
cluso a dosis bajas (50 mg/dia) (83).
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Otras drogas, sustratos de este enzima, y por lo tanto susceptibles de sufrir
alteraciones asociadas a polimorfismos, se muestran a continuacién (65):

Anticonvulsivantes Barbituricos, Valproatos, Fenitoinas

Omeprazol, Lansoprazol,

Inhibidores bomba protén
Pantoprazol

Diazepam, imipramina, sertralina,

Psicotropos . . !
citalopram, clomipramina

Otros Ritonavir, propanolol, tolbutamida

A continuacién se muestran unas gréficas tomadas de Brockmoller J, et al.
(39) en las que se muestran las diferencias farmacocinéticas en el metabolismo
de omeprazol, debidas a polimorfismos genéticos del 2C19. Obsérvese, que los
tres grupos reciben la misma dosis, y que a excepcién del drea bajo la curva
(AUQ), el resto de pardmetros farmacocinéticas son comparables.

CYP2C19*2/*2 CYP2C19*1/*2 CYP2C19*1/*1
Dose: 40 mg Dose: 40 mg Dose: 40 mg
10 ?nU_C:65)3 +2.2 mg-h/l ?nU_C:7‘I).1 +0.6 mg-h/l é\uf:g.s +0.3 mg-h/l

Mean = 95% confidence limits of (R,S)-omeprazole (ug/l)

0 2 4 6 8 10 0 8 10

2 4 6
Hours after single dose application

o 2 4 & 8 10

4.2.2. CYP2E1

Se expresa en el higado, principalmente en la regién centrolobulillar (65). Esta
relacionado con el metabolismo del acetaminofeno e implicado en la transfor-

macién del mismo en NAPQI (N-Acetil-p-benzoquinona imina), intermedio
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metabdlico responsable de la hepatotoxicidad de este farmaco. La vida media
del acetaminofeno es mayor en homocigotos para el alelo «wild type» (c1/cl1),
comparado con los portadores de al menos un alelo polimérfico (c1/c2 o 2/
c2), mientras que el grado de eliminacién del farmaco en homocigotos ¢2/c2
es mas del doble que en los portadores de al menos un alelo wild type (¢1/cl
o cl/c2) (84).

Algunas investigaciones sugieren que la variante CYP2E1*5B incrementa la
susceptibilidad de padecer cdncer colorrectal (85). En general, las interacciones
entre gen-factores ambientales de los polimorfismos 2E1 y tabaco y alcohol, se
han asociado con el riesgo de neoplasia colorrectal.

4.2.3. CYP2B6

El gen funcional 2B6 y su pseudogen 2B7P, se encuentran en mitad del cromo-
soma 19, el cual también contiene los genes de las subfamilias 2A y 2F (42). Se
expresa principalmente en el higado donde constituye entre 3-5% del total (86,
87), aunque también ha sido detectado en menor cantidad, en tejidos extrahe-
paticos, incluyendo intestino, rifiones, pulmén, piel y cerebro (94, 88, 89).

El CYP2B6 es altamente polimoérfico, con 28 alelos y mas de 100 SNPs defini-
dos (90). La variante alélica mas comun es CYP2B6*6 con una frecuencia del 14%
en poblacién de origen coreano, 28% en caucdsicos, y mas del 40% en africanos
y chinos, lo que se traduce en una disminucién de la actividad enzimadtica (91).

Interviene en el metabolismo de metadona. La metadona se administra
como mezcla racémica, siendo el enantiémero R (levo) el que posee la mayor
parte de los efectos opioides (92). El metabolismo de S-metadona, y en menos
proporcion el de R-metadona estdn influidos por el 2B6. En portadores del
polimorfismo CYP2B6*6/*6, los niveles plasmadticos de S- metadona son dos
veces mas altos comparados con los portadores del wild type; sin embargo los
niveles de R-metadona quedan sin cambios. Aunque la trascendencia clinica a
nivel de evolucién de tratamiento no estd clara, se ha observado en un estudio,
el impacto de los polimorfismos genéticos del 2B6 y la aparicién o el riesgo de
efectos secundarios serios en estos tratamientos, como es la prolongacién del
intervalo QT. Los autores muestran que el bloqueo en el canal de potasio hERG
(human ether related gene) por la metadona, es estereoselectivo para S-meta-

dona. Por ello, los portadores del CYP2B6*6/*6 tienen mayor riesgo de prolon-
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gacion del QT ([OR]: 4.5) (93). Para la buprenorfina, los resultados son todavia
contradictorios. Algunos estudios dicen que la buprenorfina no es ni sustrato
ni inhibidor de este citocromo (94), mientras que otros estudios lo postulan
como un inhibidor débil (95).

4.2.4. CYP2D6

La subfamilia CYP2D presenta un dnico gen y cuatro pseudogenes (96).De
todas las isoformas del citocromo P450 la que posee la mayor influencia gené-
tica en su expresion y actividad es sin duda el CYP2D6 (40), ya que apenas es
afectado por factores ambientales.

Estd involucrado en el metabolismo de aproximadamente el 20-25% de los
farmacos de uso clinico, teniendo un significado relevante en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares y psiquidtricas. Por el contrario el papel del
2D6 en el metabolismo de precarcinégenos es menor, y sus polimorfismos no
parecen tener importancia en lo que se refiere a las diferencias interindividua-
les relacionadas con el riesgo de padecer céncer (93).

Se han descubierto mds de 100 variantes alélicas, y se han clasificado cua-

tro grupos fenotipicos distintos (98):

— PMs (poors metabolizers): con ausencia completa de actividad enzima-
tica (5-10% en poblacién caucésica).

— IMs (intermediate metabolizers), con actividad enzimaética reducida
(10-15% en poblacién caucdsica).

— EMs (extensive metabolizers), con actividad enzimética normal (60-70%
de poblacién caucdsica).

— UMs (ultrarapid metabolizers), con un incremento de la actividad enzi-
maética (1-10% de caucdsicos; alrededor del 30% en Oceania, y 40% en
el norte de Africa).

Las variantes mds frecuentes son CYP2D6*3*4*5%6 y duplicacién del gen.
Otras variantes son CYP2D6*2, *9 (frecuente en caucésicos), *10 (frecuente en
asidticos), y *17 (frecuente en africanos) (39). Las de mayor interés serian los
que identifican metabolizadores lentos relacionados con una incidencia mayor

de reacciones adversas a los medicamentos (RAM) (97).
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El impacto farmacolégico de los polimorfismos CYP2D6 ha sido estudiado
con gran nimero de farmacos y es dificil de entender por qué el genotipado
de CYP2D6 no se usa todavia en la practica médica teniendo en cuenta que la
efectividad y la tolerabilidad de un gran nimero de medicamentos dependen
de la actividad de este enzima. Aunque todavia hacen falta muchos estudios
se podria calcular que el genotipado de CYP2D6 podria ser beneficioso entre
un 30% y un 40% (98).

Los denominados «opidceos débiles», son metabolizados por este enzima,
y por lo tanto afectados por sus polimorfismos. La O-demetilacién de codeina
hacia su metabolito activo morfina estd controlada por el 2D6 (99). En un es-
tudio con voluntarios sanos se demostr6 que aquellos que exhibian el fenotipo
PMs excretaban menos cantidad de morfina y sus glucurénidos en orina, des-
pués de dosis tnicas o repetidas de codeina (100, 101). En el lado opuesto,
aquellos pacientes metabolizadores ultrardpidos (UMs), producirian mds me-
tabolitos O- demetilados y por lo tanto serfan susceptibles de padecer efectos
adversos indeseables, que en algunos casos podrian llegar a ser muy graves.
Kirchheiner et al., demostraron en un estudio que el genotipo UM estd asocia-
do con una elevacién de la concentracién plasmdtica de morfina y sus glucu-
rénidos, de hasta el 50% si se compara con el genotipo EM (102).

Otros opidceos afectados por este enzima en el paso a su metabolito O-
demetilado son el tramadol, hidrocodona y oxicodona (103, 104, 105, 106).

También se encuentran variaciones interindividuales en las concentracio-
nes plasmaéticas en estado estacionario, de pacientes en programas de mante-
nimiento con metadona. Se han encontrado concentraciones plasmaéticas de
metadona mas elevadas en pacientes con el genotipo PM, comparado con el
EM, y mds del 50% de los pacientes UMs recibian dosis por encima de los 100
mg/dia, mientras que solo un 28% de los PMs recibian estas dosis. Sin embar-
go no se han establecido correlaciones suficientes con los niveles plasmaticos

debido al solapamiento entre grupos (107).

4.3. Familia CYP3

La importancia clinica de esta familia reside en que participa aproximadamente
en la biotransformacién de entre 45-60% de los farmacos (98). Posee una tinica
subfamilia CYP3A (108) que a su vez comprende cuatro genes CYP3A4, CYP3AS5,
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CYP3A7 y CYP3A43. Solo los tres primeros codifican enzimas activas para el
metabolismo (93), actuando practicamente para los mismos sustratos (109).

La diferencia entre ellos estd en el lugar de expresién, el CYP3A4 es el ci-
tocromo principal del higado y los otros dos se encuentran principalmente en
tejidos extrahepaticos y en higado fetal respectivamente (110).

El CYP3A4 es el citocromo mas abundante en el higado, aproximadamente
un 30% del total de P450. Interviene en el metabolismo de un amplio rango de
xenobié6ticos, asi como del 50% de los farmacos usados en la clinica (codeina,
dextrometorfano, lidocaina, eritromicina, simvastatina, vincristina, progestero-
na, digitoxina, etc.) (111, 112); incluso desempefia un papel importante en el
metabolismo de sustratos endégenos como el 4cido retinoico, u hormonas es-
teroideas como la testosterona (113, 114).

Se han descrito variantes alélicas para el CYP3A4, aunque ninguna de ellas
parece tener una importancia relevante en la actividad del enzima. El tinico
alelo que parece influir en la expresién del 3A4 es CYP3A4*1B, comun en afri-
canos y aproximadamente en el 5% de caucdsicos (115). Se ha relacionado la
variante *1B/*1B con un riesgo significativo de padecer cdncer de préstata de
elevada agresividad (116).

A pesar de la elevada variabilidad individual, no se han observado dife-
rentes fenotipos asociados a los polimorfismos, con lo que la clasificacién de
metabolizador pobre o ultrarrdpido no existe para este citocromo. Las conse-
cuencias clinicas en el metabolismo tendrian que ver con la inhibicién o induc-
cién del mismo (117).

Es la tinica enzima del CYP450 que muestra diferencia de género ya que se
expresa dos veces mds en mujeres que en hombres, lo cual contribuye a una
mayor depuracién de sus sustratos en el género femenino (118).

Otra caracteristica es que funciona en forma concertada con la glicoprotei-
na P para reducir la concentracién intracelular de xenobioticos (40).

A continuacién, se muestra un cuadro resumen sobre la relacién entre los
polimorfismos genéticos de los citocromos, y su importancia en el metabolis-
mo de drogas y carcinégenos (93).
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Polimorfismo
Enzimas Sustratos . . Variantes polimorfitas
Frecuencia Efectos funcionales o
mas importantes
CYP1A1 Carcindgenos Relativamente alta No probados
cypiaz  Drogas Alta Algunos CYP1A2*1F, CYP1A2*1K
carcindgenos
Carcinéaencs Al menos siete
CYP1B1 e Alelos nulos raros halotipos con actividad ~ CYP1B1*7
estrogenos -
similar
CYP2A6 Nicotina, drogas, Alta en orientales, LT&ZT:;;ES'?? de CYP2A6*1B, CYP2A6*4,
carcingenos menos en caucasicos o CYP2A6*9, CYP2A6*12
la nicotina
Reduce el metabolismo  CYP2B6*5, CYP2B6*6
CYP2B6 Drogas Alta FoibigEs CYP2B6*16
CYP2C8  Algunasdrogas  Alta Reduce el metabolismo vy, g3
de drogas
CYP2C9 Drogas Relativamente baja Muy significativo CYP2C9*2, CYP2C9*3
CYP2C19  Drogas Alta Muy significativo CYP2C19*17
CYP2D6*2xn
CYP2D6 Drogas Alta Muy significativo CYP2D6*4, CYP2D6*5
CYP2D6*10, CYP2D6*17
Carcinégenos,
CYP2E1 solventes, Baja No
pocas drogas
Ccyp3aa  Drogas Baja No o muy poco CYP3A4*1B
carcinégenos
Drogas, s CYP3A5*3, CYP3A5*6
CYP3A5 s Alta Significativo CYP3AS*7
cyp3a7  Drogas Baja Algunos

carcinégenos
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Tecnicas de identificacion de polimorfismos geneticos

1. Introduccion

La agencia europea del medicamento define a la farmacogenética como «el
estudio de variaciones en la secuencia de ADN entre individuos relacionadas
con la respuesta frente a un farmaco (1)». La posibilidad de asociar los poli-
morfismos genéticos con la capacidad de respuesta de un paciente a un medi-
camento concreto, ha revolucionado este campo. Uno de los tipos de polimor-
fismos mds estudiados, son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs),
cuyo genotipado y aplicacién inmediata serfa la «medicina personalizada o a
la carta», consistente en el disefio de terapias individualizadas en base al ge-
notipo de cada individuo (2), y basdndonos en la hipétesis de que las enferme-
dades son heterogéneas, desde sus causas hasta sus distintos grados de pro-
gresion tras la administraciéon de un farmaco (3).

La posibilidad de sufrir reacciones adversas o no responder de forma ade-
cuada al tratamiento, se resuelve en la mayorfa de los casos con la sustitucién
por otro farmaco o bien por el abandono del tratamiento, lo que hace necesario
disponer de test capaces de identificar a estos pacientes (4).

2. Genotipado de SNPs

Las técnicas mads sencillas de detecciéon de polimorfismos como el método San-
ger (5), se basan en el andlisis de la secuencia de los fragmentos de ADN, que
tras su identificacién, se pueden diferenciar mediante técnicas electroforéticas
o cromatogréficas. Estas técnicas resultan econémicas, aunque generan una
carga de trabajo mayor para el laboratorio, ademds de ser capaces de detectar
un ndmero pequefio de SNPs, por lo que no son demasiado aceptables para el
genotipado (6).

Las técnicas de genotipado se clasifican en funcién de las tecnologias que
permiten la amplificacién, identificacién y deteccién de SNPs (7).

Entre los métodos de amplificacién encontramos la Reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) que es la que se utiliza de forma mds frecuente, aunque
existen otros métodos de amplificacién como la amplificacién de ADN por
circulo rodante o el método Invader® (8). Por su importancia pasaremos a

describir a continuacién de forma breve en qué consiste la PCR.
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2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR consiste en calentar y desnaturalizar el ADN a una temperatura de
aproximadamente 95 °C, para que pase a ser mono-catenario. Posteriormen-
te se enfria (55 °C) para permitir su hibridacién con secuencias de cebado-
res adyacentes a la region de interés y entonces la reaccién se calienta de
nuevo hasta una temperatura intermedia (70-75 °C), temperatura de exten-
sién a partir de los cebadores, en la que la DNA polimerasa aflade bases
libres en la direccién 3’ a lo largo de cada hebra simple empezando por el
cebador. Se forman de este modo fragmentos de DNA de extremos romos
que sirven de plantilla para el siguiente ciclo. Después de una serie de ci-
clos, tenemos un producto que consiste casi exclusivamente en una secuen-
cia concreta de DNA (9) (figura 1). Hoy dia se trabaja con PCR a tiempo real
que es una variante de la Reaccién en cadena de la polimerasa tradicional;
es utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificar después de cada
ciclo el producto de la amplificacién. Para ello se adiciona una sustancia
marcada con un fluoréforo, que en un termociclador que albergue sensores
para medir fluorescencia, permite medir la generacién de uno o més pro-
ductos especificos (10).
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2.2. Técnicas de discriminacion alélica

En lo que respecta a las técnicas de discriminacién alélicas encaminadas a
identificar SNPs especificos, un gran ndmero de ellas emplean el uso de frag-
mentos de ADN de secuencia conocida, también conocidos como sondas, di-
sefiados especificamente para que se una o hibride con el ADN de la muestra,
también llamada diana (8). Dentro de estas técnicas encontramos:

2.2.1. Digestién con enzimas de restriccion (RFLPs-Andlisis
de polimorfismos de fragmentos de restriccion)

Esta técnica consiste en la utilizacién de enzimas endonucleasas de restriccién
que fragmentan el ADN diana previamente amplificado en lugares localizados
y especificos para cada enzima denominados sitios de restriccién; sirva a modo
de ejemplo la enzima de restriccién EcoRI producida por la bacteria intestinal
Escherichia coli, que reconoce la secuencia de DNA GAATTC y cada vez que
la encuentra la parte entre la G y la A (figura 2).

Las ubicaciones de estos sitios de restriccién se identifican mediante la
hibridacién de los fragmentos con sondas clonadas (9). Algunos de los
cambios en la secuencia afectan a dianas de estas enzimas, originando di-
ferencias individuales en los tamafios de los fragmentos de DNA produci-
dos (11).
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2.2.2. Hibridacion especifica de alelo

Es el mecanismo mads simple aplicado al genotipado de SNPs ya que no parti-
cipan enzimas. Existird hibridacién solo si existe una estructura totalmente
apareada por bases entre sonda y muestra. Si existe un solo error de aparea-
miento (una sola posicién dentro del oligonucleétido que no forme un par de
bases) no tienen lugar la hibridacién. Cuando las sondas alélicas son inmovi-
lizadas en una superficie sélida, las muestras marcadas de ADN son captura-
das y la hibridacién es visualizada por medio del marcaje de las sondas. Co-
nocida la localizacién de las secuencias de las sondas en el soporte sélido, es
posible conocer el genotipo de la muestra diana (12) (figura 3).

Oligonucledtido

m CTGGTCGTCAGTCTTTAGTT
NERRRERERRRARARRRRY
() [ (— GACCAGCAGTCAGAAATCAA iy oy =]
* DNA Diana
SNP
E CTGGTCGTCAGTECTTTAGTT
.

o — — G ACCAGCAGTCACAAATCAA m— —

2.2.3. Single Base Extensién (SBE). Minisecuenciacion o «primer
extension»

Esta técnica estd basada en la utilizacién de oligonucleétidos especificos que
afladidos a un producto de PCR previamente amplificado, permiten identificar
el tipo de nucleétido que ocupa una determinada posicién. Estos oligonucle6-
tidos tienen como particularidad que su dltima base en el extremo 3’ terminal

es la complementaria a la anterior que es susceptible de estar mutada. Los



Teécnicas de identificacion de polimorfismos genéticos

didesoxinucleétidos que se utilizan estdn marcados con fluoréforos diferentes
que impiden la adicién de mas nucleétidos, de modo que la ADN polimerasa
afadird dnicamente el nucleétido correspondiente a la posicién objeto de es-
tudio (13, 8) (figura 4).
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Otros métodos de tipificacion utilizan un oligonucleétido (sonda) cuyo
error de apareamiento con el SNP se produce en su extremo 5 0 3’. En condi-
ciones adecuadas, un oligonucleétido de este tipo se hibridard al DNA molde
con error de apareamiento por medio de una cola corta sin bases apareadas
(figura 5); esta caracteristica se utiliza de dos formas que se describen a conti-
nuacién, como son el andlisis de ligamiento de nucle6tidos especificos de alelo
(OLA) y el sistema de mutacién refractario a la amplificacién (ARMS) (12).

A) Hibridacién con un oligonucleétido con un error de apareamiento terminal
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2.2.4. Andlisis de Ligamiento de olinucleotidos especificos de alelo (OLA)

Utiliza dos oligonucleétidos (sondas) que se hibridan, adyacentes entre sf, con el
extremo 3’ de uno de estos oligonucle6tidos ubicado exactamente en el SNP. Este
oligonucleétido formard una estructura completamente apareada por bases si
hay una versién del SNP en el DNA molde y cuando esto ocurre el oligonucle6-
tido se puede ligar a su compafiero por medio de la DNA ligasa. Tras la reaccién
se tipifica el producto de ligamiento por electroforesis capilar (12) (figura 5).

2.2.5. Sistema de mutacion refractario a la amplificacion (ARMS)

Estd basada en el mismo principio que el OLA, pero utiliza como oligonucleé-
tido de prueba uno de un par de cebadores de la PCR. Si el cebador de prueba
se hibrida al polimorfismo (SNP), puede ser extendido por la DNA polimerasa
y puede tener lugar la amplificacién, pero si no hay hibridacién porque estd
presente la versién alternativa del SNP no se genera ningtn producto de la
PCR (12) (figura 6).
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2.2.6. Rotura invasiva especifica de alelo (INVADER®)

Esta técnica presenta la ventaja de no utilizar amplificacién por PCR. Emplea
simultdneamente dos tipos de sondas, una a la que denominaremos invasora
o «invader» y una segunda complementaria a la anterior tan solo en el sitio
donde se localiza el polimorfismo. La segunda sonda forma una estructura en
forma de brazo que se encuentra desapareada, y es reconocida por una enzima
especifica de restriccién que rompe la sonda en el sitio donde se localiza el
polimorfismo; liberado este brazo se produce una segunda reaccién en la que
participa una sonda FRET (Transferencia de energia entre fluorocromos) (8)
(figura 7).
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2.2.7. Hibridacion mediante oligonucleétidos especificos de alelos (ASO)

Cuando la hibridacién tiene lugar en solucién podemos utilizar este tipo de
oligonucleétidos como sondas, destacando tres tecnologfas (Tagman™, Mole-
cular Beacons y Scorpion™); todas ellas detectan por fluorescencia y se basan
en el empleo de dos marcadores que emiten fluorescencia cuando dejan de
estar en proximidad (FRET-Transferencia de energia entre fluorocromos)
(8, 12) (figura 8).

Cada método de genotipado como hemos visto consiste en una serie de
reacciones quimicas a las que sigue un paso de deteccién por el cual se iden-
tifican los SNPs. Entre los mecanismos de deteccién mas utilizados se encuen-
tran (8):

— Luminiscencia.

— Fluorescencia.
— Transferencia de energia entre fluorocromos (FRET).

F ' Fluoréforo

e Extintor
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— Fluorescencia por polarizacién.
— Electricidad.
— Espectrometria de masas.

— Electroforesis capilar.

De las reacciones quimicas que tienen lugar sobre soporte sélido podemos
destacar los Microarrays y Biochips de ADN que por su interés actual en el
campo de la Farmacogenética procederemos a estudiar con mads detalle.

3. Microarrays y biochips de ADN
3.1. Antecedentes historicos

En lineas generales, el biochip se fundamenta en la inmovilizacién de material
biolégico sobre una superficie sélida para realizar un ensayo de afinidad entre
el material inmovilizado (sonda) y el material de muestra (diana). En la década
de los 60 ya se inmovilizaron muestras genéticas sobre soportes sélidos y Ed-
win Southern una década después, utilizo filtros de nitrocelulosa como soporte
solido, eliminando el problema de hibridacién con otras moléculas de ADN
inmovilizadas que existia anteriormente; la deteccién de los puntos de hibrida-
cién se hacfa por medio de un marcador radioactivo en un revelado por auto-
rradiografia (técnica Southern-Blot) (14). Posteriormente, la construccién de
estructuras matriciales con materiales porosos, como membranas de nitrocelu-
losa o Nylon, sobre cuyos puntos se deposita el material biolégico a inmovili-
zar, hace que aparezca el término densidad o nivel de integracion, para darnos
una idea del tamafio de los poros y su proximidad entre ellos. La aparicién de
soportes como el vidrio o el silicio inicia el desarrollo de las micromatrices. A
finales de los afios 80, cuatro cientificos de la compafiia Affimax, Stephen Fodor,
Michel Pirrung, Leigthon Read y Lubert Stryer, que trabajaban en la sintesis de
péptidos sobre superficies sélidas, desarrollaron una revolucionaria tecnologia
para la determinacién y cuantificacién de ADN en una muestra, la cual desem-
bocé posteriormente en la primera plataforma de microarrays de ADN, deno-
minada entonces GeneChip de Affimetrix (15) (figura 9).

La principal ventaja de esta técnica frente a los métodos tradicionales resi-

de en la alta densidad de integraciéon (microarrays) de material biolégico que
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se consigue inmovilizar o lo que es lo mismo, la posibilidad de practicar nu-
merosos experimentos de hibridacién en paralelo (12).

3.2. Definicion y diseio de fabricaciéon

Consiste en un gran ntimero de moléculas de ADN (sondas) ordenadas sobre
un sustrato sélido de modo que formen una matriz bidimensional. Los dcidos
nucleicos de la muestra a analizar (diana), se someten a marcaje por distintos
métodos (enzimadticos, fluorescentes...) y se incuban sobre el panel de sondas,
permitiendo la hibridacién de secuencias homélogas. La deteccién de la hibri-
dacién previa amplificacién de la sefial, se realiza por distintos métodos (esca-
neres, fluorimetrias...) y se procesan los datos por medio del Software corres-
pondiente (16, 17) (figura 10).
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A continuacién vamos a describir un poco mds en profundidad cada una de
las fases anteriores, necesarias a la hora de disefiar un microarray o un biochip.

3.2.1. Tipos de sondas

Entendemos como sondas a todo aquel material biolégico empleado en ensa-
yos de hibridacién para detectar secuencias similares en el material de muestra
o diana. Cuando se trata de microarrays de ADN, estas sondas pueden ser de
tres tipos.

3.2.1.1. Sonda de oligonucledtidos

Con una longitud entre 11 y 50 nucledtidos, suelen ser lineales aunque tam-
bién se utilizan en forma de horquilla porque se consigue detectar una sefial
con mayor intensidad.
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3.2.1.2. Sonda de dcidos nucleicos peptidicos (PNAs)

Estos PNAs son moléculas artificiales con caracteristicas hibridas de &cidos

nucleicos y peptidicos; esta particularidad permite que el hibrido formado

entre sonda PNA-ADN diana presente mayor estabilidad térmica. Estas son-

das son particularmente adecuadas para detectar polimorfismos (SNPs) por-

que los hibridos formados son menos estables (18).

3.2.1.3. Sonda de ADN complementario (ADNCc)

Son fragmentos o genes completos procedentes generalmente de distintas li-

brerias génicas; su tamario oscila desde cientos de bases hasta varias kilobases.

(tabla 1).

Microarray de ADN
Tipo de impresion Por deposicion

Material genético inmovilizado  Fragmentos de cDNA

Densidad de integracion 10.000-15.000/microarray
Coste Bajo

Ventaja Caracteriza genes nuevos
Inconveniente Necesita PCR

3.2.2. Soportes

Biochip de ADN
Por sintesis
Oligonucleétidos
200.000-300.000/chip
Alto

Puede no necesitar PCR

Genes de interés y regiones
no codificantes deben ser
identificadas previamente

Estos soportes pueden ser de distinta naturaleza, desde membranas porosas

de nylon o nitrocelulosa (uniones no covalentes con el material a inmovilizar)

(19) y macroparticulas, a chips lisos no porosos (uniones covalentes) de vidrio,

plastico, oro, o incluso un conjunto de electrodos cubiertos por una fina capa

de agarosa (Nanogen®) (17).
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3.2.3. Marcaje de sondas y muestras

Este marcaje es necesario para posteriormente detectar la hibridacién entre la
sonda de ADN y el material diana, es decir, el marcador fluorescente o no,
sefiala la ubicacién de la secuencia de oligonucleétidos complementarios en el
chip (9). Entre los més empleados se encuentran los métodos de marcaje indi-
rectos quimicos y enzimdticos que utilizan fluoréforos como indicador (20)
aunque también puede emplearse como método de marcaje directo los méto-
dos radioactivos. Los métodos quimicos utilizan a la biotina como indicador,
esta se une a la sonda y a la muestra se le afiade avidina o estreptavidina con-
jugada con fluorocromos (Fluorescencia). Cuando el marcaje es enzimadtico, a
la sonda se le une digoxigenina como indicador y a la muestra se le afiade un
anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado con enzima como marcador (Quimio-
luminiscencia) (17).

Existen ademads de estas otra serie de técnicas que NO necesitan de MAR-
CAJE para detectar la hibridacién tales como la Resonancia de Plasmones en
superficie (deteccién ptica) o la espectrometria de masas MALDI-TOF y que
son determinantes para conseguir una mayor sensibilidad, reducir la cantidad
de muestra y sobre todo omitir la amplificacién previa (17).

3.2.4. Inmovilizacion de sondas y fabricacién de microarrays y biochips

Respecto a la técnica de inmovilizacién de la sonda, se deberd tener muy en
cuenta el soporte elegido y la técnica de fabricacién del microarray de ADN,
de modo que la quimica empleada sea estable durante todo el experimento, la
sonda permanezca funcional después de inmovilizarla y no se entorpezca el
emparejamiento de bases (17).

Uno de los métodos mds empleados por su sencillez, eficacia y bajo coste son
las monocapas autoensambladas (self-assembled monolayers o SAMs) que se for-
man a partir de la organizacién espontanea de las sondas previa su activacién con
grupos tiol principalmente; estos grupos tioles se fijan al soporte por un mecanis-
mo de adsorcién quimica y el resto de la molécula establece uniones electrostati-
cas (puente de hidrégeno, Van der Waals...) con sus moléculas vecinas (21).

En cuanto a la fabricacién de microarrays y biochips, las principales tecno-

logias empleadas para disponer sondas de forma ordenada son (16):
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1. Ink-Jetting o Impresién por chorro de tinta: la impresién de sondas se
realiza sin contacto.

2. Pin deposition: la impresiéon de sondas es por contacto.

3. Fotolitograffa: la sintesis de sondas es in situ mediante métodos quimi-
Cos.

4. Electrodeposicién: la inmovilizacién de sondas de ADN se realiza so-
bre nanoparticulas de biorreconocimiento en electrodos.

5. Unién con direccionamiento electréonico.

3.2.5. Escaneado y software

Existe en el mercado un amplio abanico de empresas que comercializan escaneres
capaces de detectar la hibridacién producida en microarrays y biochips; estos pue-
den ser de alta tecnologfa y con un elevado coste econémico o también existen de
menor coste y mas enfocados al mundo académico y pequefios centros de inves-
tigacion (17). Entre todos ellos podemos destacar por ejemplo el Affymetrix 428
scanner, desarrollado por la empresa Affymetrix, (http:/ www.affymetrix.com) o
el GMS 418 array scanner de MWG Biotech (http:/ /mwgdna.com) (figura 11).
En lo que se refiere al procesamiento de los datos, el empleo de herramien-
tas bioinformadticas es uno de los principales problemas en la utilizacién de
microrrays y biochips. La mayoria de ellos emplean técnicas de mineria de
datos «Data Mining» que permiten la elaboracién de modelos de andlisis como
por ejemplo aquellos que agrupan genes o experimentos en funcién de dife-
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rentes patrones «Clustering». Los avances en la capacidad de gestién y alma-

cenamiento de las bases de datos son esenciales para mejorar la calidad de la

informacién obtenida (17).

4. Otras tecnologias

Existen otras tecnologias aparte de microarrays y biochips, como son las si-

guientes:

1.

Métodos que emplean particulas, (también sobre soporte sélido) y con
un concepto muy similar al del chip de ADN, solo que en este caso los
oligonucleétidos estan anclados a pequefias microesferas de 3-5 micras
de didmetro (8). Como ejemplos comerciales tenemos Luminex 100™
(luminex) y BeadarrayTM (Tlumina).

Pirosecuenciacion: Pyrosequencing™. En este caso, la sintesis de ca-
denas se produce en ausencia de didesoxinucleotidos, empleando una
cascada de reacciones enzimdticas para detectar la incorporacién de
nucledtidos, es decir, cada desoxinucleotido se afiade individualmente
junto con una enzima nucleotidasa que le degrada si no se incorpora a
la cadena de sintesis. La deteccién se produce por un destello de qui-
mioluminiscencia inducido por el pirofosfato liberado del desoxinu-
cleotido que se agrega (22) (figura 12).

dATP  =—p Degrada

dTTP  =—p Degrada

dGTP QUIMIOIUMINISCENCIA = il ——|— b————————r———— b ——————r—

dCTP  —=p Degrada

dATP Quimioluminiscencia = TTT—TTT——————_—_—ces
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3. Miniaturizacién: dispositivos microfluidicos o Lab-on-a-chip (LOAC)
Técnica que permite la identificacién de SNPs por medio de empleo de
redes de microcanales donde tienen lugar las reacciones. El método de
deteccion empleado es la electroforesis (17). Ejemplo: LABCHIP®(23).

5. Aplicaciones genotipado de polimorfismos

Como ejemplo de uno de estos test farmacogenémicos de los que habldbamos
en la introduccién de este capitulo y con tecnologia Biochip, tenemos el Am-
plychip CYPp450 de Roche, que permite la identificacién de polimorfismos
relacionados con el metabolismo de fairmacos, en concreto presenta alta sensi-
bilidad en el andlisis de 29 polimorfismos y mutaciones del gen CYP2D6 y 2
polimorfismos del gen CYP2C19, permitiendo asi un estudio mds preciso del
genotipo y prondstico del fenotipo de los pacientes (metabolizador lento, in-
termedio, eficiente o ultrarrdpido). El test genotipa con exactitud a mds del
99% de individuos a nivel mundial (24) (figuras 13 y 14).

Otros test toxicogendmicos para deteccién de polimorfismos del cyp 450
serian (8):

— Codelink P450 bioarrays: Polimorfismos CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1, CYP3A4, CYP3AS5, y CYP 1B1 (110SNPs).

ADN blanco marcado
Sonda de Oligonucledtido .= *s

CYP450 2D6 & 2C19

= ST,
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Fenotipo metabolizador Genotipo Tipo de respuesta a dosis tipicas
L. | | | = Reacciones adversas
Ultrarapldo = Intervalo terapéutico
= No efectivo
[
Tiempo
| = Reacciones adversas
Eficiente Actividad Actividad = Intervalo terapéutico
normal reducida = No efectivo
. | = Reacciones adversas
Intermedio I No = Intervalo terapéutico
i et el = No efectivo
= Reacciones adversas
Lento | | = Intervalo terapéutico
I I = No efectivo
[

— Drug MetTM genotyping test: Polimorfismos CYP2D6, CYP2C9,
CYP2C19 y CYP3AS.

— Tag- ItTM Mutation detection Kits: Polimorfismos CYP2D6, CYP2C9,
CYP2C19.

Existe también un chip (PHARMACHIP®) desarrollado por una empresa
espafiola, Progenika, capaz de realizar el andlisis de los polimorfismos mas
importantes implicados en la respuesta a farmacos ( mas de 30 genes y 90
SNPs); proporciona informacién sobre genes incluidos en las siguientes cate-
gorias: enzimas metabolizadores de fase I (citocromo p450), enzimas de fase
II involucradas en reacciones de conjugacion, receptores de neurotransmiso-
res , transportadores del fdrmaco y otras dianas farmacolégicas. (http://
www.progenika.com).

Otras aplicaciones del genotipado de SNPs ademads de la farmacogenética
serfan el diagnostico predictivo y el desarrollo y descubrimiento de nuevos
farmacos. Como ejemplo en el diagnostico predictivo tenemos el test Mamma-
Print® que analiza el DNA contenido en el tejido tumoral y determina la agre-
sividad de ese tumor. El estudio mide la expresién de 70 genes especificos al
desarrollo del céncer de mama. Esto se hace en seis ocasiones para determinar
con precisioén la agresividad del tumor. El resultado de una prueba de Mam-
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maPrint es muy clara: o bien hay un BAJO RIESGO de metdstasis (Buen Pro-
nostico) o un ALTO RIESGO de metdstasis (Mal Pronostico). (http//www.
mammaprint.com) (figura 15).

Por ultimo, destacar por su importancia la reciente publicacién en Mayo de
este mismo afio, de un trabajo realizado por un grupo holandés, que relaciona
los resultados de test farmacogenéticos con recomendaciones terapéuticas es-
pecificas. Después de una amplia revisién bibliografica, han sido capaces de
establecer gufas de recomendacién de dosis (basadas en informacién farmaco-
genética) para 55 fdrmacos, asociados con genes que codifican CYP2D6,
CYP2C19, CYP2CY, Thiopurina-S-metiltransferasa (TPMT), dihidropirimidina
deshidrogenasa (DPD), vitamina-k-ep6xido-reductasa (VKORC1), uridin-di-
fosfato-glucuronosiltransferasa 1A 1(UGT1A1), HLA-B44, HLA-B*5701,
CYP3AS5, Y Factor V Leiden (FVL) (25).

Tecnologia de microarray de ADN

Sistema
de preservacion

-
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Farmacos antipsicoticos tipo risperidona-paliperidona
y su relacion con los citocromos

Tanto en psiquiatria, como en geriatria o psicogeriatria, el uso en clinica de
fdrmacos que utilizan el citocromo 2D6 para su metabolismo es generalizado.
En este sentido, aproximadamente el 60% de esas drogas entrarfa en la clasifi-
cacién de antidepresivo o antipsicético (1). En lo que se refiere al uso de anti-
depresivos, la relevancia clinica del 2D6 no estd clara, sobre todo para antide-
presivos del grupo Inhibidores Selectivos de la Recaptacién de Serotonina
(ISRS), que son los mds utilizados en la actualidad (2). Sin embargo, la impli-
cacién del 2D6 en el tratamiento con antipsicéticos, parece ser mds relevante,
debido a que la mayoria de los efectos secundarios de los antipsicéticos atipi-
cos, son dosis-dependientes, lo que sugiere que la determinacién de los poli-
morfismos genéticos implicados en su metabolismo, puede suponer un bene-
ficio en el tratamiento.

La Risperidona es uno de los antipsicéticos atipicos mds utilizado en
nuestro entorno, y en general, los tratamientos duran amplios periodos de
tiempo, y son coadministrados con diferentes tipos de fdrmacos. De ahi, la
importancia de disponer de todos los conocimientos o herramientas necesa-
rias para su manejo.

La Risperidona, es un derivado del benzisoxazol, empleado en el trata-
miento de la esquizofrenia. Ha sido también aprobado por la FDA su uso para
el tratamiento en los trastornos bipolares, y en autismo en nifios y adolescen-
tes. Se utiliza también, en trastornos como la demencia, depresién, trastornos
obsesivo-convulsivos, estrés postraumatico, trastornos de personalidad, déficit
de atencién e hiperactividad, y en nifios con sindrome de Tourette (2, 3, 4).
Tiene una accién potente sobre el receptor serotoninérgico 5-HT2, y posee un
moderado antagonismo sobre los receptores dopaminérgicos D2 (5). Es efecti-
vo tanto en el tratamiento de los sintomas positivos y negativos de la esquizo-
frenia, y tiene un potencial para causar efectos extrapiramidales menor que los
antipsicéticos tipicos (6).

En adultos, la risperidona tiene una absorcién rdpida y completa tras la
administracién oral. Se metaboliza principalmente en el higado excretdndose
en una proporcién menor del 1% en forma inalterada por las heces. La via
metabdlica principal es la 9-hidroxilacién, y en menor proporcién N-desalqui-
lacién y 7-hidroxilacién (7).

Diferentes estudios in vitro e in vivo muestran que los CYPs 2D6, 3A4 y
3A5, son capaces de metabolizar la risperidona a 9-OH-risperidona, siendo el
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2D6, el que tiene mayor implicacién en este proceso (9, 10). Esta hidroxilacién
en la posicién 9, es la principal via metabdlica (aproximadamente el 31% de la
dosis excretada en orina). El principal metabolito, la 9-OH risperidona tiene
précticamente la misma potencia que su progenitor, lo que no ocurre con otros
metabolitos carentes de actividad farmacolégica (11) (figura 2).

El gen CYP2D6 estd localizado en el cromosoma 22q13.1, y sus polimorfis-
mos *3, *4, *5 y *6 son responsables de aproximadamente el 98% de los alelos
inactivos. Hay cuatro fenotipos de CYP2D6 producidos por combinaciones de
varios alelos con diferentes grados de actividad enzimadtica: PM (poor metabo-
lizer), IM (intermediate metabolizer), EM (extensive metabolizer), y UM (ultra-
rapid metabolizer) (12).

En metabolizadores pobres (PM), la vida media de la risperidona es aproxi-
madamente de 19 horas, mientras que en pacientes que exhiben el fenotipo de
metabolizadores normales o extensivos (EM), la vida media es de unas 3 ho-
ras; sin embargo, debido a que el metabolito es activo, la vida media de ambos
alcanza aproximadamente las 20 horas tanto en fenotipos PM, como en EM
(13). Existe, por lo tanto, una correlacién entre el genotipo del CYP2D6, y la

relacién entre las concentraciones plasmadticas de risperidona y su principal
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metabolito, que ha sido puesta de manifiesto en pacientes en tratamiento cré-
nico con este medicamento (14).

El alelo CYP2D6*4 es el mds comdun (alrededor del 20%), y se traduce en el
fenotipo PM en raza caucdsica (15). Los individuos heterocigotos para
CYP2D6*4 muestran metabolismos mads lentos que los individuos EMs, y se
clasifican habitualmente como metabolizadores intermedios (IMs), aunque la
traduccién desde este genotipo al fenotipo es muy compleja (16). El fenotipo
metabolizador ultrarrdpido (UM), ocurre cuando existen varias copias funcio-
nales del gen, produciendo un aumento de la actividad enzimatica. Este feno-
tipo UM se ha descubierto en pacientes con depresion, y en no respondedores
a dosis normales de antidepresivos triciclicos (17, 18).

La importancia del 2D6, parece no centrarse solo en aspectos metabdlicos
de compuestos exégenos, sino que, segln investigaciones del grupo de Yu
et al., el CYP2D6 estd implicado en la conversion de 5-OH metoxitriptamina
(5-MT) en serotonina, segun la figura 3 (19):

147



148

Farmacos antipsicoticos tipo risperidona-paliperidona
y su relacion con los citocromos

Melatonina

Aril-alquilamina
N-acetil transferasa

N-Acetil 5-MT
serotonia

CYP2D6

Avril-amidasa
Hidroxi-indol

O-metil transferasa

Avril-alquilamina

N-acetil transferasa Hidroxi-indol

O-metil transferasa

Serotonina

En esta linea, diferentes estudios han encontrado un incremento en la
frecuencia de fenotipos PMs en pacientes psiquidtricos. En uno de ellos, la
proporcién de personas con déficit en el 2D6 fue el doble (14%) que en la
poblacién normal (20). Sin embargo, hasta el momento, no parece existir re-
lacién entre el polimorfismo CYP2D6*4/*4 y la predisposicién hacia padecer
desoérdenes de ansiedad o depresién en comparacién con el fenotipo normal
o EMs (21) (figura 4).

Centrandonos en lo que se refiere a metabolismo de agentes antipsicéticos,se
sabe que la coadministracién de Risperidona y Fluoxetina o Paroxetina (inhi-
bidores del 2D6), se traduce en un incremento en las concentraciones plasmaé-
ticas de Risperidona de unas 4.6 veces, y una menor concentracién de su prin-
cipal metabolito 9-OH Risperidona si se compara con pacientes sin
coadministracién (25, 26). Estudios en voluntarios sanos muestran que la far-
macocinética de la Risperidona, y su principal metabolito, estd alterada en
fenotipos PMs, detectdndose un aclaramiento total de este medicamento de
unas 7 veces menos (27). Pacientes esquizofrénicos tratados con risperidona en
monoterapia, mostraron en el estado estacionario, concentraciones plasmaticas
significativamente mayores con el fenotipo PM, que con otros fenotipos (17).

En resumen,diferentes estudios han intentado evaluar el coste-beneficio
del genotipado del CYP2D6, previo al tratamiento con Risperidona (2, 28). Sin
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embargo, no podemos concluir con los datos disponibles hasta el momento,
que esta relacién sea positiva, ni tampoco que no lo sea. Aunque es sabido que
los efectos secundarios de los antipsicéticos atipicos tienen que ver con su ni-
vel dentro del organismo, y sabemos que los polimorfismos del 2D6 pueden
afectar a estas concentraciones, es dificil establecer en todos los casos una re-
lacién clara, ya que intervienen otros factores como los ambientales.

Aunque con menor importancia que el 2D6, la isoforma 3A, también esta
implicada en la 9-hidroxilacién de Risperidona (29). Aunque su importancia
no termina de estar del todo clara, hay diferentes estudios que si afirman su
participacién en la disposicién de este farmaco (10, 30, 31), asi como también
ha sido documentada la participacién de la glicoproteina P, de la que hablare-
mos mas adelante, en la misma (32).

En un estudio coreano (33), en el que se administraba rifampicina (induc-
tor del CYP3A), conjuntamente con Risperidona, se demostré que la rifampi-
cina disminuia significativamente las concentraciones de risperidona y 9-OH-
Risperidona, reduciendo el valor del drea bajo la curva alrededor del 51% para
la Risperidona, y del 47% para la 9-OH-Risperidona , asi como también los
valores de Cmax (figura 5).
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Como puede observarse en las gréficas, las reducciones ocurren tanto para
la risperidona como para su metabolito. Hay que destacar, que la Rifampicina
es inductor enzimaético del 3A, pero no lo es del 2D6, lo que avala la implica-
cién del CYP3A en la disponibilidad de Risperidona. La reduccién de 9-OH-
Risperidona por parte de la Rifampicina implica la existencia de otras vias
metabolicas diferentes a la 9-hidroxilacién, como puede ser la N-Desalquila-
cién oxidativa y/o la dehidroxilacién aliciclica (34, 35) implicadas en el meta-
bolismo de 9-OH-Risperidona.

Como puede vislumbrarse de lo citado anteriormente, es necesario profun-
dizar en los aspectos metabdlicos y /o farmacogenéticos que nos ayuden a ma-
nejar este tipo de tratamientos, en general dilatados en el tiempo, y también
en general, acompafnados de otras multiples medicaciones. Sin ir mds lejos, el
tratamiento con antisicéticos del tipo Risperidona es ampliamente utilizado en
pacientes con patologia dual, dolencia que segtin un estudio piloto llevado a
cabo en la red de drogodependencias de la Comunidad de Madrid,tiene una
frecuencia del 34% (36).

Una de las ventajas que encontramos en la Risperidona se encuentra en la
existencia de una formulacién galénica inyectable, con una duracién prolon-
gada, que nos asegura la estabilidad de la medicacién durante 14 dfas. A pesar,
de las molestias que genera la administracién inyectable, ofrece, en el campo
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de la psiquiatria algunas ventajas relacionadas sobre todo con el cumplimien-
to terapéutico.

El metabolito activo de la Risperidona, 9-OH Risperidona, se ha comercia-
lizado como un medicamento independiente: la Paliperidona.

A nivel farmacodindmico tiene actividad primordialmente antagonista de
los receptores serotoninérgicos 5HT,,, y en menor grado antagonista dopami-
nérgico D, (37). También es antagonista de los receptores adrenérgicos a; y a,,
asi como de los receptores H, de histamina, lo que explicaria efectos secunda-
rios ampliamente conocidos, como la sedacién, o la hipotensién ortostatica. No
tiene afinidad por los receptores muscarinicos, por lo que no se esperan efectos
secundarios del tipo alteraciones cognitivas, estrefiimiento, etc.

Tampoco tiene actividad significativa sobre los receptores adrenérgicos f;,
y B, (35).

El grupo de Karlsson y colaboradores estimaron que la dosis efectiva para
obtener una ocupacién del receptor D2 de mds del 60%, eran 6 mg/dia. En esta
linea, los estudios de neuroimagen llevados a cabo sugieren que paliperidona a
dosis diarias de 6-9 mg induce un grado de ocupacién en el receptor D2 de entre
el 70-80%, lo que se traduce en efectos terapéuticos antipsicéticos cuando la ocu-
pacién del receptor en los ganglios basales es mayor de 65% (38). Sin embargo,
la incidencia de efectos extrapiramidales aumenta cuando la ocupacién a ese ni-
vel supera el 80-85% (36). Queda de manifiesto la importancia del seguimiento
de las dosis administradas, que se verdn influenciadas por multitud de variables.

La 9-OH- Risperidona, o Paliperidona, es una mezcla racémica, en la cual
ambos enantiémeros tienen el mismo perfil farmacocinético (39). Para alcanzar
el cerebro, el medicamento necesita ser absorbido, metabolizado, y atravesar la
barrera hemato-éncefélica (BHE). En este punto, parece ser que la Paliperidona
tiene mds dificultad que la Risperidona. Como se ha mencionado en pdrrafos
anteriores, diferentes estudios se dirigen hacia la importancia de la glicoproteina
P en la disposiciéon de diferentes drogas o medicamentos sustratos de la misma
(40). Diferentes autores han observado, que la glicoproteina P limita el paso de
diferentes drogas al cerebro (risperidona, paliperidona, metadona, olanzapina)
(41, 42, 43, 44), lo que afecta a la llegada de los mismos a sus dianas farmacolé-
gicas pudiendo asi disminuir sus efectos. En este sentido, algunos estudios se-
flalan que tanto la risperidona como la paliperidona son inhibidores in vitro de
la glicoprotreina P, y que por lo tanto, esta inhibicién a nivel de la BHE, provo-
carfa que la risperidona alterase la llegada de paliperidona al cerebro, cuando
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esta se forma desde el metabolismo de la risperidona, y no cuando se administra
como medicamento independiente (45). Otra via de investigacion reciente se
basa en el hecho de que las variantes del gen ABCB1 que codifican para la gli-
coproteina P influyen en el curso y evolucién de aquellos pacientes tratados con
antidepresivos sustratos de transportador de esta glicoproteina, asi como en la
asociacion entre el genotipo ABCB1 y la actividad de la misma (46, 47). Sin em-
bargo, todavia es necesario profundizar en este camino.

A nivel receptorial, la afinidad por los receptores D2 para Paliperidona, es
ligeramente superior que para Risperidona, siendo esta dltima mds potente a
nivel de bloqueo «; Esta diferencia farmacodindmica explicaria la diferencia
entre ambas sustancias de producir hipotensién ortostatica (48). En lo que se
refiere a su afinidad por los receptores a, un estudio in vitro comparando
antipsicéticos atipicos sugiere que la risperidona produce un bloqueo de estos
receptores, superior a la Paliperidona unas 5 veces (44).

La afinidad de la paliperidona por los receptores 5-HT, es menor que la de
Risperidona. El bloqueo de este receptor se ha asociado al incremento en el
apetito observado en pacientes que toman antipsicéticos, aunque es posible
que haya otros receptores implicados (49). Sin embargo, poseen la misma afi-
nidad por los receptores histaminérgicos H1.

Respecto a la relacién de la Paliperidona con los polimorfismos genéticos
del CYP2D6, hay que decir que este medicamento tiene una biotrasformacién
hepética minima, hasta un maximo de un 6,5% de la dosis total. La via CYP2D6
solo serfa una de las posibles vias metabdlicas, por lo que los fenotipos PM, no
serian clinicamente relevantes (44) .

Uno de los aspectos novedosos que ofrece la Paliperidona es su disefio galé-
nico. Ha sido aprobada bajo la formulacién denominada «OROS» (osmotically
controlled release oral delivery system), que ya ha sido utilizada con numerosos
medicamentos como Verapamilo, Metilfenidato, Nifedipino, etc. (50).

Esta tecnologia ha avanzado mucho en los dltimos afios, desde los prime-
ros sistemas osméticos elementales, hasta las novedosas tabletas LCT (longitu-
dinally compressed tablet) de formulacién multicapas.

Este sistema de liberacién controlada de Paliperidona, desarrollado por
ALZA Corporation, proporciona una cantidad constante de fédrmaco, durante
un periodo de 24 horas, reduciendo asi, las fluctuaciones plasmdticas que
caracterizan las formulaciones orales de liberacién inmediata, de los antipsicé-

ticos (51). El sistema contiene una membrana semipermeable disefiada para
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liberar la droga-medicamento, a través de un orificio. En el tracto gastrointes-
tinal, el gradiente de presiéon osmética induce el paso del agua al sistema a
través de la membrana, lo que proporciona la salida constante del medicamen-
to. En el siguiente dibujo, tomado de (52), se hace una representacién esque-
matica del sistema de triple capa, en el que se aprecia claramente el mecanis-
mo de liberacién de la sustancia.

Este sistema se ha asociado con concentraciones del medicamento mds es-
tables, lo que se traducirfa en efectos mds uniformes y por lo tanto en mejoras
en la seguridad. Generalmente es una forma de administracién bien tolerada
por el paciente, en la que ademads la liberacién de la sustancia es independien-
te de la ingestién concomitante de comida (53, 52) (figura 6).

Recientemente se ha comercializado el Palmitato de Paliperidona, en for-
mulacién inyectable mensual, que aporta todos los beneficios de este medica-
mento garantizando la adherencia al tratamiento de los pacientes.

Palmitato de Paliperidona es el éster palmitato de la paliperidona (54).

— El nombre quimico de Palmitato de Paliperidona es (9-RS)-3-[2-[4-(6-
fluoro-1,2-benzisoxazol-3-il)-1-piperidinil]etil]-2-metil-4-ox0-6,7,8,9-te-
trahidro-4H-piridol-[1,2-a]pirimidin-9-il hexadecanoato101.

— La férmula molecular de Palmitato de Paliperidona es C39H57FN404.

— Palmitato de Paliperidona tiene un peso molecular de 664,89 daltons13

y su estructura quimica se muestra en la figura 5.213.
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Presenta solubilidad acuosa minima, por lo que para su formulacién se ha
reducido el tamafio de las particulas mediante la tecnologia Nanocrystal®,
creando nanoparticulas, aumentando de este modo el drea superficial. Este
proceso permite obtener una suspensién acuosa de Palmitato de Paliperidona
adecuada para la administracién IM.

La formulacién de menor tamafio de particulas produce como resultado
una mayor area superficial que, a su vez, ofrece mayor solubilidad, y por lo
tanto,una mejor velocidad de absorcién (54, 55).

La formulacién intramuscular de Paliperidona, se ha disefiado para produ-
cir una liberacién de medicamento de forma mensual, alcanzando rdpidamen-
te las concentraciones del estado estacionario sin necesidad de otros suple-
mentos orales y facilitando de este modo el manejo del paciente desde el
punto de vista clinico.

En términos generales, se observa que los niveles plasmaticos globales de
iniciacién con Palmitato de paliperidona se encuentran dentro del intervalo de
exposicién observado entre 6 y 12 mg de paliperidona oral de liberacién pro-
longada.

En la figura 7 podemos ver el perfil farmacocinético del Palmitato de Pali-
peridona durante un periodo de hasta 5 semanas después de su administra-
cién a dosis recomendadas en ficha técnica (56, 57).
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El Palmitato de Paliperidona, es un profdrmaco de la Paliperidona. Debido a
su hidrosolubilidad extremadamente baja, se disuelve lentamente después de la
inyeccién intramuscular antes de ser hidrolizado a Paliperidona y ser absorbido
a la circulacién sistémica. Después de una dosis tinica por via intramuscular, las
concentraciones plasmadticas de Paliperidona se elevan gradualmente hasta alcan-
zar las concentraciones plasmaticas maximas a una mediana de Tmax de 13 dfas.

El perfil de liberacién y el régimen de dosificacién de Palmitato de Palipe-
ridona se traducen en concentraciones terapéuticas mantenidas durante un
periodo prolongado como puede ser un mes.

Como puede observarse en la figura 8, la mediana de la vida media apa-
rente de Paliperidona tras la administracién de Palmitato de Paliperidona a lo
largo del rango de dosis de 25 mg a 150 mg oscila entre 25 y 49 dias (54, 58).

La biodisponibilidad absoluta es del 100%, con una unién a protefnas plas-
maticas de Paliperidona racémica del 74%.

Respecto a la biotransformacién y eliminacién, puede afirmarse que una
semana después de la administracién de una sola dosis oral de 1 mg de pali-
peridona de liberacién inmediata marcada con C14, el 59% de la dosis es eli-
minada por la orina de forma inalterada, lo que indica que paliperidona no

experimenta un intenso metabolismo por el higado.
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Se han identificado cuatro vias metabdlicas in vivo, ninguna de las cuales
representa més del 6,5% de la dosis: desalquilacién, hidroxilacién, deshidroge-
nacién y escision de benzisoxazol.

Aunque en estudios in vitro se sefala que las enzimas CYP2D6 y
CYP3A4 pueden intervenir en el metabolismo de paliperidona, no hay datos in
vivo, concluyentes, que demuestren que estas isoenzimas desempefien un papel
significativo en la trascendencia clinica del metabolismo de paliperidona.

Como ya hemos comentado en pérrafos anteriores, estudios in vitro han
demostrado que paliperidona es un sustrato de la P-gp y un inhibidor débil
de la P-gp a altas concentraciones, aunque no existen datos de estudios in vivo
y se desconoce la importancia clinica.

En conclusién, la necesidad de disponer de farmacos mejor tolerados y
seguros, han conducido a la generacién de medicamentos o formas farmacéu-
ticas que ofrezcan la posibilidad de una administracién con amplia estabilidad
en los niveles plasmadticos del mismo, lo que para un tipo de pacientes, como
los pacientes psiquidtricos en los que la adherencia terapéutica es un problema
caracteristico de la enfermedad, supone una ventaja. Por afiadidura, el dispo-
ner de fdrmacos que practicamente no interfieran con el metabolismo hepatico,
por medio del citocromo P450, suponen una alternativa para el abordaje tera-
péutico de aquellos pacientes polimedicados. De esta forma, se reducen las
posibilidades de presentar interacciones farmacolégicas indeseables, funda-
mentalmente en aquellos pacientes en los que se hace imprescindible garanti-
zar concentraciones terapéuticas estables (por ejemplo, en pacientes tratados

por consumo de sustancias, pacientes oncolégicos o pacientes seropositivos).
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Casos clinicos

CASO 1

I Motivo de ingreso:

Varén de 34 afios, que es derivado a nuestro Centro tras su paso por diver-
sos dispositivos de media y larga estancia, por dificultades de adapta-

cién.
I Antecedentes familiares:

Es el segundo de cuatro hermanos. Sus padres viven sanos, dedicdndose a
la agricultura. No se describen enfermedades psiquidtricas en la familia.

I Antecedentes personales:
— Médico quirtrgicos:

e Hepatitis C detectada hace afios, con elevacién mantenida de tran-
saminasas, con Ac VHC +, con RNA +, carga virica elevada y geno-
tipo 1b., que requirié tratamiento con Interferén y Rivabirina, con
resultado exitoso.

¢ No refiere alergias medicamentosas.

¢ Angiomas hepdticos, sin repercusion clinica.

— Psicobiograficos:

Inicié trastornos conductuales en la preadolescencia, en el medio
familiar y escolar. Tenfa dificultad en el cumplimiento de normas y el
absentismo era habitual. Se empez6 a relacionar con grupos margina-
les, comenzando a consumir alcohol y téxicos (cannabis fumado habi-
tualmente y de forma ocasional LSD y cocaina) y a realizar actos delic-
tivos menores.

No lleg6 a finalizar estudios primarios, ni tampoco tuvo una acti-

vidad laboral estable. Con frecuencia se involucraba en peleas y es-
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capadas de casa, llegando a cumplir condena en prisién durante tres
afos, por robo con intimidacién.

La familia se ha visto desbordada en su manejo, sin capacidad de
contencién. El paciente estd incapacitado y desde hace seis afios vive

institucionalizado en centros residenciales de patologia mental.

I Enfermedad actual y exploracién psicopatoldgica:

Destaca la impulsividad e intolerancia a la frustracién, que deriva en
reacciones explosivas, con agresividad hacia terceros o hacia si mismo. En
este contexto, ha tenido repetidas ingestas voluntarias de cuerpos extrafios
(pilas) asi como otras conductas movilizadoras del entorno.

Su nivel de introspeccién es escaso y reivindica el consumo de cannabis
y alcohol, que no considera perjudicial, lo que ensombrece el pronéstico.

Su dnimo, en general, es estable, con periodos de fluctuacién reactivos
a estresores.

Presenta ideas delirantes escasamente estructuradas, de contenido
megalomaniaco, dice ser alguien muy importante y se atribuye la cons-
trucciéon del Centro, donde también dice formar parte del staff . Estas
ideas son minimizadas en otras ocasiones e incluso llega a hacer critica
de ellas, impresionando de delirio compensatorio. No tiene alteraciones
sensoperceptivas.

A su ingreso estd consciente, orientado en las tres esferas. Su discurso es

coherente, sin contenidos psicéticos, empobrecido. Su dnimo es eutimico.

I Diagnéstico:

Esta diagnosticado de CI limite, esquizofrenia paranoide , trastorno limite
de la personalidad y dependencia mixta de téxicos.

I Exploraciones complementarias:

Hemogramas coincidentes con tratamiento de interferén, con valores bajos
en las tres series, hipertransaminasemia, hiperuricemia y proteinas totales
por debajo de la normalidad. Todos los pardmetros se normalizaron tras la

suspensién del tratamiento.
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I Pautas terapéuticas y evolucion:

El tratamiento de inicio consistié en Topiramato en dosis crecientes has-
ta 400 mg al dfa. Se mantuvo Risperidona por via oral, aumentando la
dosis previa de 3 mg al dia progresivamente hasta 12 mg al dia.

Se observ6 mejoria en en el control de la impulsividad. También dis-
minuyeron significativamente las ideas delirantes grandiosas. Sin em-
bargo, comenz6 a presentar episodios de sedacién, somnolencia diurna,
junto con movimientos extrapiramidales, sobre todo temblor, en miem-
bros superiores.

Se reajust6 la dosis de risperidona a la baja, sin desaparicién completa
de los efectos colaterales, lo que generaba malestar al paciente.

Se decide entonces, un cambio farmacolégico, introduciendo paliperi-
dona hasta dosis de 6 mg al dia y suspendiendo risperidona. Se mantuvo
topiramato sin cambios.

La evolucién fue positiva, desaparecieron los efectos extrapiramidales

y la mejorfa sintomatica obtenida, se mantuvo.

I COMENTARIOS:

La respuesta clinica a los cambios farmacolégicos en este paciente, hace
pensar que pudiera tratarse de un metabolizador lento para la enzima 2D6.
Esta enzima hepatica del citocromo P450, interviene en el metabolismo de la
risperidona. En un metabolizador lento, los niveles de risperidona se manten-
drdn mds elevados y durante mds tiempo, propiciando la apariciéon de efectos
secundarios.
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CASO 2

I Motivo de consulta:

Varén de 40 afios, que ingresa en nuestro Centro procedente de un alber-

gue municipal, tras varios meses viviendo en la calle.
I Antecedentes familiares:

Desconoce datos de su familia de origen puesto que fue dado en adop-
cién al nacer.

Fruto de una relacién esporddica, tiene un hijo, con quien apenas man-
tiene contacto.

I Antecedentes personales:
— Médico quirtrgicos:

e Varios episodios de politraumatismo con fracturas dseas, con altera-
ciones en la marcha como secuela.

e Heridas incisas e incisocontusas mdltiples, cicatrizadas.

e Estas lesiones son el resultado de reyertas callejeras en las que fre-
cuentemente se ve involucrado el paciente.

— Psicobiograficos:

¢ Ha vivido en internados y en familias de acogida, con muchos cam-
bios que le han impedido una vinculacién afectiva estable.

¢ Apenas ha acudido a la escuela, siendo semianalfabeto. Ha desempe-
fiado trabajos no cualificados de forma esporadica.

¢ Alos 13 afios inicia el contacto con alcohol y téxicos. Ha consumido
cannabis, cocaina, anfetaminas y finalmente desarrolla dependencia
a heroina intravenosa. Ha estado en Centros de Desintoxicacién, con
periodos de abstinencia mantenida no superiores a 6 meses. Ha pro-
tagonizado fugas de los diversos centros en que ha estado, asi como
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robos y diversos actos delictivos menores. En el dltimo afio ha estado
deambulando por diversas ciudades, sin domicilio fijo, tomando psi-
cofdrmacos de forma autoadministrada e incluido en el Programa de

Metadona, donde si acudia puntualmente.
I Enfermedad actual y exploracion psicopatoldgica:

A su ingreso, estaba consciente, orientado, con discurso divagatorio,
circunstancial, cierta bradipsiquia y latencia en las respuestas, evidencian-
do ligera sedacién. Se percibia fétor etilico. Denotaba escasa conciencia de
enfermedad, minimizando sus alteraciones conductuales. No mostraba
agresividad ni alteraciones del pensamiento.

Sin embargo, en su historial clinico, se recogian sintomas de hostilidad,
agresividad verbal, reacciones explosivas y psicoticismo no bien estructu-
rado, en forma de ideas deliroides de vigilancia y perjuicio, que presumi-

blemente eran concomitantes con el consumo de substancias.
I Exploraciones complementarias:

— Serologia a lties y VIH negativa. VHB positivo con normalidad en he-
mograma y bioquimica, incluyendo enzimas hepéticas.
— TAC cerebral sin hallazgos de interés.

I Diagnéstico:

— Dependencia de opidceos.

— Trastorno antisocial de la personalidad.

— Trastorno psicético inducido por multiples téxicos (en remision ac-
tual).

I Pautas terapéuticas y evolucion:

La dosis de entrada de metadona, de 60 mg/dia, se mantuvo, al igual
que el tratamiento con carbamazepina 1,2 g/d. Se inicié6 un programa cog-
nitivo conductual rehabilitador, con el objetivo de su reinsercién social y

laboral.
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Al cabo de un afio, el paciente se habia mantenido estable, sin sintoma-
tologia psicética ni agresividad y con buena adaptacién al centro.

Se consideré un reajuste farmacolégico y se redujo la dosis de carbama-
zepina, hasta suspender.

Al bajar la dosis y sobre todo tras la suspensién de la carbamazepina,
el paciente empezé a tener cambios de conducta, alternando exaltacién e
inhibicién. Se le veia apdtico, distraido, con fallos de memoria, por mo-
mentos su lenguaje era disdrtico. Sus pupilas eran miéticas y tuvo episo-
dios de somnolencia. El paciente negaba ingesta ilegal de opidceos u otras
substancias.

Sospechando intoxicacién por metadona, se redujo la dosis de ésta has-
ta 30 mg/d, con lo que los sintomas cedieron.

1 COMENTARIOS:

La metadona, agonista opidceo potente, es metabolizada a través del cito-
cromo P450, en concreto por la isoenzima 3A4.

La carbamazepina es inductora de la 3A4, por lo que cabe pensar que la
combinacién de ambos farmacos en el caso que nos ocupa, mantenia una esta-
bilidad clinica, debido a la alta dosis de metadona que se estaba suministran-
do. Cuando se suprimié carbamazepina, cesé la induccién enzimadtica y al
mantener la misma dosis de metadona, el efecto fue de intoxicacién opidcea.
Esto se confirma comprobando que al bajar dosis de metadona, los sintomas
clinicos desaparecen.
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CASO 3

I Motivo de consulta:

Mujer de 56 afios, que previamente vivia sola y es trasladada a nuestro

Centro tras su incapacitacion.
I Antecedentes familiares:

Padres fallecidos. Su madre estaba diagnosticada de esquizofrenia.

Ella es la menor de tres hermanas. La hermana mayor también padece
enfermedad mental, no bien filiada; vive en un centro residencial en otra
provincia.

Mantiene contacto esporddico con su otra hermana y sobrinos, que no
refieren patologia mental.

I Antecedentes personales:
— Médico quirtrgicos:
Sin interés
— DPsicobiograficos:

¢ Embarazo, parto y desarrollo psicomotor, sin alteraciones. Inicié es-
tudios de Magisterio sin llegar a concluirlos.

¢ Los primeros sintomas de patologia mental sobrevinieron a la edad
de 20 afios, mientras estaba de viaje universitario. Comenzé a no-
tar vivencias de control, sonorizacién y difusién del pensamiento.
Ofa voces que la llamaban, insultaban o le daban 6rdenes. Pensaba
que no era hija de sus padres, los cuales eran impostores. Mantuvo
sintomas delirantes crénicos con mayor o menor repercusién emo-
cional, por temporadas. Con frecuencia tenia alteraciones conduc-
tuales, llegando a amenazas, agresividad, inadecuacién social y
sexual.
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¢ Ingresé en unidades de hospitalizacion breve, en varias ocasiones.
También estuvo en Hospital de Dia y en dispositivos de Media estan-
cia, con pobres resultados.

I Enfermedad actual y exploracion psicopatoldgica:

A su ingreso, estaba consciente y orientada en las tres esferas. Era evidente
el abandono personal, con aspecto desalifiado y falta de higiene. Su discur-
so contenia elementos delirantes, con tendencia al descarrilamiento e in-
coherencia por momentos. Sin conciencia de enfermedad, habia abandona-
do el tratamiento desde hacia varios meses y dejé de acudir a citas médi-

cas. La alimentacién y el suefio también eran irregulares.

I Exploraciones complementarias:

Analisis sanguineos y pruebas de imagen (TAC cerebral) sin hallazgos re-
levantes.

I Diagnéstico:

Esquizofrenia paranoide.

I Pautas terapéuticas y evolucion:

Se inici6 tratamiento con antipsicéticos de depésito: 50 mg de risperi-
dona inyectable administrada cada 14 dias. Al no ceder sus sintomas deli-
rantes y alucinatorios, se fue aumentando la dosis hasta prescribir 150 mg
en cada administracién. Al cabo de varios meses, la paciente continuaba
con mucha productividad delirante (ideas de perjuicio, persecucién, filia-
cién, etc.), dando impresién de no estar medicada. Sin embargo, la adhe-
rencia no era cuestionable, dado que estaba institucionalizada y sus dosis
eran controladas por enfermeria.

Se consideré un cambio de fairmaco, pensando en factores de idiosin-
crasia metabdlica. Se fue disminuyendo gradualmente la dosis de risperi-
dona IM e introduciendo paliperidona por via oral. Con paliperidona no
fue necesario el ajuste de dosis. Se inici6 con 9 mg diarios, con buena tole-
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rancia. La mejoria se apreci6 en la primera semana, desapareciendo casi
por completo la sintomatologia activa de primer orden, manteniendo sin-
tomatologfa residual encapsulada, de caracter delirante, sin repercusién

emocional. No presenté efectos secundarios relevantes.

I COMENTARIOS:

En relacién a la risperidona y su metabolismo por el citocromo P450, pro-
bablemente esta paciente se trate de un metabolizador rdpido o ultrarrdpido,
que necesita méas dosis del fdrmaco para obtener un mismo efecto. En lugar de
seguir aumentando dosis, llegado un punto, se decide cambiar a un antipsicé-
tico cuya interaccién con el citocromo no es tan relevante, como es la paliperi-
dona. La medida es exitosa pues con una dosis media, logran controlarse los
sintomas.
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Discusion de los casos practicos

La exposicién de estos casos précticos pone de manifiesto la practica clinica
diaria. El manejo farmacolégico del paciente requiere la atencién individual
del mismo, prestando no solo atencién a las posibles patologias orgénicas fun-
damentales que pueden afectar a las farmacocinética del medicamento (altera-
ciones hepéticas, renales, inflamaciones, etc.), sino también, y dentro de estas,
a las reacciones metabdélicas mediadas por el citocromo P450.

Como se ha descrito a lo largo de toda la monografia, el citocromo P450
media las reacciones enzimaticas de fase I, que dotan al xenobiético de mayor
polaridad para facilitar su eliminacién, o lo convierten en farmaco activo, o
incluso en un metabolito téxico.

En esta fase, cobran especial importancia la posible existencia en el indivi-
duo de determinados polimorfismos que afectan al metabolismo del farmaco,
evidencidndose en la clinica respuestas terapéuticas no esperables.

Por ejemplo, del caso ntiimero 1 podriamos discutir varios aspectos. Lo
primero que podriamos valorar en la respuesta farmacolégica de este pacien-
te es su afectacion hepdtica. Como se ha comentado en el apartado de explo-
raciones complementarias, el paciente 1 presenta una elevacién de transami-
nasas, aunque no se detallan, asf como una disminucién de las proteinas
plasmaticas. En este sentido, aquellos formacos con fuerte unién a proteinas
plasmaticas como la risperidona podrian desarrollar mayor efecto a nivel
central.

La descripcién de sintomatologia como sedacién y aumento de los efectos
extrapiramidales nos hacen pensar en una posible sobredosificacién del medi-
camento antipsicético. Aunque la sedacién también pudiera deberse al uso
concomitante de topiramato, los efectos extrapiramidales nos inclinan hacia la
risperidona.

Los estudios que relacionan los polimorfismos del citocromo 2D6 con la
clinica del paciente son controvertidos. Si bien, como se detalla en la parte
tedrica del capitulo, lo esperable es un aumento de los niveles de risperidona
en pacientes con alelos nulos para el citocromo 2D6, esto no es suficiente para
asegurar que la repercusién clinica en el paciente nos obligue en todas las
ocasiones a realizar un ajuste de las dosis, sin embargo en este caso, con los
pocos datos disponibles esa posibilidad podria ser razonable.

En el caso niimero 2, la importancia del citocromo P450 es clarisima. Cuan-
do estamos administrando a un paciente un medicamento inductor enzimatico
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cldsico, como es el caso de la carbamacepina, lo esperable, es que una vez re-
tirado este medicamento, o disminuida la dosis, la desaparicién o atenuacién
del efecto inductor produzca una elevacién en los niveles plasmadticos de los
medicamentos coadministrados, y que se metabolicen por los mismos citocro-
mos. De especial interés es esta situacién en pacientes drogodependientes en
programas de sustitutivos opidceos. Estos pacientes estdn en general polime-
dicados, y en muchas ocasiones hacen consumos de otras sustancias de accio-
nes depresoras del SNC, no prescritas. El auge de las terapias antirretrovirales,
asi como la elevada prevalencia de pacientes VIH positivos en los programas
de mantenimiento con metadona supuso un aprendizaje en el manejo conjun-
to de ambas terapias. Pacientes estabilizados en sus programas de metadona
manifestaban de repente sintomatologfa objetiva de abstinencia, causada por
el efecto inductor, potentisimo de algunos antirretrovirales. En estos pacientes
se podian encontrar dosis de metadona de mds de 400 mg, obligando a dividir
en dos, o incluso en tres veces, la toma diaria para intentar mantener unos
niveles de opidceos aceptables. Obviamente la atencién que requerian estos
pacientes al cambiar a otro medicamento antirretroviral no inductor, era extre-
ma, debido al alto riesgo de sobredosificacién opidcea.

El caso 3 nos ofrece un caso complejo. Por un lado podemos pensar, a juz-
gar por la ausencia de efecto clinico, que el paciente presenta un metabolismo
rdpido o ultrarrdpido del medicamento (en este caso risperidona). Sin duda es
una hipétesis viélida. Sin embargo, debemos tener en cuenta las caracteristicas
del medicamento. En este sentido, la risperidona se metaboliza a 9-OH rispe-
ridona, que tiene actividad farmacolégica y vida media mds larga que el me-
tabolito precursor. Por lo tanto, otra opcién posible seria pensar en un alelo
nulo para el citocromo 2D6, lo que estaria privando al paciente del metabolito
9-OH risperidona, disminuyendo por lo tanto los efectos de la terapia.

Queda de manifiesto, a pesar de la brevedad de los casos practicos expues-
tos, el amplio campo que nos ofrece el estudio de los citocromos, que, junto
con otras disciplinas, dirige las terapias hacia la medicina personalizada.



(F

FUNDACION

TEJERINA

informacion@fundaciontejerina.es
www.cpm-tejerina.com





