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Resumen

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el fenotipo metabolizador
predominante en una poblacién utilizando dextrometorfan. En este estudio
participaron 43 voluntarios sanos, quienes firmaron su consentimiento de
participacién por escrito, 16 hombres y 27 mujeres de los cuales 6 eran
fumadores. A los voluntarios se les administraron 20 mL de dextrometorfan
(jarabe) por via oral y se colecté la orina durante las 8 horas posteriores a la
administracion. Las concentraciones de dextrometrofan y su principal metabolito
dextrorfan en orina, se cuantificaron utilizando un método por cromatografia de
liquidos de alta resolucion con detector U.V. Con base en el criterio de que una
proporcidn dextrometorfan/dextrorfan mayor a 0.3 corresponde a un metabolizador
pobre y una proporcion dextrometorfan/dextrorfan menor a 0.3 a un metabolizador
rapido se encontré que de los 43 voluntarios, solamente 1 presento el fenotipo de
metabolizador pobre, lo que correspondié a una frecuencia de 2.3%, la cual es
mas baja que la frecuencia encontrada en caucasicos americanos y europeos que
es de 3.9 a 10% y mayor que el obtenido en poblaciones orientales, que es de 1%.
Seré necesaric aumentar el tamafio de la poblacién para obtener resultados
estadisticamente validos y de esta manera contar con informacién acerca de la
proporcion de metabolizadores pobres en nuestro pais.
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Introduccion

INTRODUCCION

Una de las principales causas de la variabilidad interindividual en las
concentraciones plasmaticas o sanguineas de un farmaco es la variabilidad en el
metabolismo del mismo. En algunas poblaciones se encuentran individuos que
metabolizan mas lentamente o mas rapidamente que el promedio de la poblacién.

En diversos estudios se ha encontrado que los factores genéticos
contribuyen sustancialmente en la depuracién metabdlica de farmacos y por ello
se inici® una nueva 4rea de investigacién conocida como farmacogenética; la cual
estudia las variaciones hereditarias en la respuesta a un farmaco.

Existen diferentes sistemas enziméaticos que son susceptibles a presentar
polimorfismo genético, entre los que se encuentran, el CYP2D8, CYP3A4,
CYP2C19, CYP1A2, los cuales son responsables del metabolismo de un gran
nGmero de fArmacos como son: antiarritmicos, B-bloqueadores adrenérgicos,
antihipertensivos, neurolépticos, antidepresivos triciclicos y antitusivos, entre otros.

Se ha llevado a cabo estudios en diferentes poblaciones en los que se ha
determinado el fenotipo metabolizador de CYP2D6, por ejemplo, se ha reportado
que la frecuencia de metabolizadores pobres en caucasicos es de un 5 a 10%,
mientras que en orientales chinos es de 1%. A la fecha no existe informacién
concemiente a la poblacién mexicana, por lo que se llevé a cabo este trabajo cuyo
objetivo fue, determinar el fenotipo metabolizador de CYP2D6 predominante en
una poblacion, utilizando dextrometorfan.
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Generalidades

2.1 Farmacogenética

La variabilidad interindividual en la respuesta de un farmaco administrado
en la misma dosis puede deberse a factores genéticos y/o ambientales, los cuales
pueden alterar la absorcion, distribucién, excrecion y principalmente el
metabolismo de un farmaco.! Aproximadamente hace 40 afios se reconocid que
ciertas reacciones adversas de farmacos se deben a variaciones en la actividad
enzimatica.? Una disminucién en la velocidad del metabolismo de farmacos puede
derivar en un incremento en ia incidencia de efectos adversos. Inversamente, un
incremento en la velocidad del metabolismo de farmacos puede dar lugar a una
reduccién de la respuesta terapéutica, por lo que es importante entender los
factores que influyen en los requerimientos de dosificacién de farmacos e
identificar a aquellos individuos susceptibles en una poblacién. Asi la
identificacién de las alteraciones en el metabolismo de farmacos pueden apoyar a
la planeacion de un régimen terapéutico.’

El estudio de las variaciones hereditarias en la respuesta a un farmaco se
denomina farmacogenética.’

De acuerdo a Lennard y cols.,* “La mayoria de los factores innatos que
afectan la respuesta a farmacos se deben a alteraciones en la actividad funcional
de una enzima...Estos factores innatos son de dos tipos: algunos son muy raros
solamente 1 en 10 000 6 1 en 100 000 de la poblacién podria estar afectada,
mientras que otros toman la forma de clasicos polimorfismos genéticos. Un
polimorfismo farmacogenético es un rasgo monogénico causado por la presencia
en la misma poblacién de mas de un alelo en el mismo locus y mas de un fenotipo
con respecto a la interaccion de un farmaco con el organismo. La frecuencia del
gen anormal es mayor del 1% en la pobfacién general”.*

Cuando la actividad farmacolégica de un farmaco esta relacionada con la
actividad catalitica de una enzima especifica, los factores que influyen en la
actividad de la enzima podrian afectar la respuesta clinica del agente. Las
enzimas responsables de ta actividad y metabolismo de farmacos y otros
compuestos en el ser humano muestran una amplia variabilidad interindividual en
su expresion proteinica 6 actividad catalitica, resultando en fenotipos metabélicos
de farmacos. Esta variacién puede deberse a la inhibicién e induccion de las
enzimas 6 bien a mutaciones genéticas 6 delecién de gen. Cuando se presentan
condiciones genéticas especificas 6 deleciones dentro de una poblacién se dice
que el gen es polimorfico 6 tiene multiples formas.®
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Desde 1953, se ha observado un incremento en polimorfismos genéticos en
las enzimas que metabolizan a los farmacos, entre las que se encuentran la N-
acetiltransferasa, S-metiltransferasa, y mas recientemente la familia de enzimas
del citocromo P450,

El polimorfismo genético se relaciona con tres fenotipos: el metabolismo
extenso de un farmaco (EM)* es caracteristica de la poblacién normal; mientras
que el metabolismo pobre (PM)* esta asociado con acumulaciéon de farmacos 6
sustratos especificos y es tipicamente un rasgo autosémico recesivo lo cual
requiere de mutacibn  y/o delecion de ambos alelos para expresarse
fenotipicamente; y el metabolismo ultraextenso (UEM)* que resulta de un
incremento en el metabollsmo de farmaco y es un rasgo autosémico originado por
amplificacién genetlca

2.2 Sistema enzimatico del citocromo P450

Las enzimas envueitas en el metabolismo de farmacos se clasifican en
reacciones de fase | (oxidativas) y reacciones de fase |l (conjugativas), éstas
reacciones pueden ser complementarias entre si. Por ejemplo, las reacciones de
fase | como oxidacién, reduccién e hidrélisis, generan grupos funcionales que
podrian servir subsecuentemente como sitios de conjugacién para acido
glucordnico, sulfato, 6 glutation, catalizados por enzimas hepaticas de fase Il. 7 En
la Tabla 2.1 se presentan las principales enzimas que forman parte de las
reacciones de fase | y fase |l encontradas en el higado humano.

El sistema enzimatico del citocromo P450 ( o mas apropiadamente, hemo-
tiolato P450s) es el grupo mas importante en las reacciones de fase | y representa
una superfamilia de enzimas que catahza el metabolismo de muchos compuestos
enddgenos y compuestos exdgenos.?

E! citocromo P450 se denomina asi porque en estado reducido y en

presencia de mondxido de carbono presenta un espectro de absorcién cuyo
maximo se presenta a 450 nm.8

* Por sus siglas en inglés, Poor Metabolizers (PM), Extensive Metabolizers (EM) and Ultraextense

Metabolizers (UEM).
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Generalidades

El citocromo P450 estd compuesto de un grupo de enzimas o isocenzimas
localizadas en el reticulo endoplasmico de hepatocitos.® El citocromo P450 es
particularmente abundante en el higado, pero las enzimas se expresan tambien en
otros tejidos, tales como mucosa gastrica, pulmones, cerebro y riiones. "

Tabla 2.1 Principales enzimas metabolizadoras en fase | y fase Il en el
higado humano.

Fasel Fase ll

CYP1A2 Glutation S-transferasa*
CYP2AB N-acetiltransferasa*

CYP2B UDP-glucoronosilotransferasa*
CYP2C19* Sulfotransferasa

CYP2D&*

CYP2E1*

CYP3A*

NADPH-quinona

Oxidoreductasa*

*Enzimas que se conoce que exhiben polimorfismo genético en humanos

Cada isoenzima P450 es el resultado de un gen separado. Se han
identificado mas de 200 genes de citocromo P450, '*'? pero su contribucién al
metabolismo de farmacos ha sido dificil de entender debido a la baja especificidad
del sustrato. En el higado humano se han identificado un minimo de 12 enzimas
P450 distintas que participan en la activacién del oxigeno molecular para su
incorporacion dentro de una amplia formacion de sustratos lipofilicos. ™

En 1987, con el fin de unificar criterios relacionados a la superfamilia P450,
un grupo de investigadores establecié una nomenclatura, la cual, agrupa a los
citocromos P450s dentro de “familias”, cuyos mlembros tienen mas de un 40% de
similitud en la secuencia de aminoacidos.™ Los miembros de una subfamilia
presentan mas de un 55% de similitud en la secuencia de aminoacidos. En este
sistema de nomenclatura, el prefijo CYP es utilizado para designar al sistema de
citocromo P450 '° y se designa con un numero arabigo, comenzando con el 1
para las familias del gen; por ejemplo, las enzimas hepaticas primarias
metabolizadoras de farmacos estan cominmente agrupadas en cuatro familias
designadas del 1 al 4. Los P450 extrahepéticos involucrados en la sintesis de
esteroides pertenecen a las familias 18, 19 y 21.




Generalidades

Las subfamilias se representan con letras mayuasculas secuenciales y los
genes individuales dentro de la subfamilia son denotados por nimeros arabigos
secuenciales después de la letra. Existen 8 subfamilias en la familia P450 del gen
2, designadas con la letra A a la H y la siguiente subfamilia a descubrir debera
denotarse con la letra I. Los genes individuales se numeran dependiendo de la
secuencia de datos publicados.'®

Existen cuatro enzimas P450 particularmente importantes para la
psicofarmacologia: CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, y CYP3A4. En la Fig. 2.1 se
presenta un esquema de los cuatro citocromos con algunas de sus caracteristicas
més importantes. '

Se ha encontrade una variabilidad interindividual en la expresién hepética
de enzimas P450.7-'® y para un individuo, la velocidad de depuracién metabolica
de un compuesto esta en funcién del fenotipo. De las enzimas involucradas el
CYP2C19 y el CYP2D6 se expresan polimérficamente. A |a fecha la expresién
polimérfica de CYP1A2 no ha sido establecida claramente.'® En la Tabla 2.2 se
muestran algunas variaciones determlnadas genéticamente que afectan la
farmacocinética de algunos farmacos.?°

2.3 Diferencias Geograficas/interraciales en polimorfismo oxidativo de
farmacos.

La terapia farmacoldégica puede estar influenciada por las diferencias
interétnicas debidas tanto a factores intrinsecos, como a factores extrinsecos.
Entre estos Gltimos se encuentran los alimentos y el medio ambiente, entre los
factores intrinsecos se incluyen, la edad, la funcién organica y algunas
enfermedades especificas. Sin embargo, probablemente el principal factor
intrinseco es la variacién genética de enzimas metabolizadoras de farmacos y
ademas receptoras de polimorfismo genético y traductoras de sefial. No solamente
se encuentran diferencias entre razas sino que, también hay una gran diversidad
genética dentro de una misma poblacién. Un ejemplo tipico de enzima que
muestra metabolismo polimérfico es CYP2D6, la cual presenta una falta de
actividad enzimética en cerca de un 7% de ios habitantes de Europa central, pero
solamente de 1-2% en poblaciones europeas del oriente. Desde otro punto de
vista, la duplicacién de genes base del metabolismo ultrarapido se observa en
solamente un 2% de los habitantes de Europa central por un 29% en etiopes.?? Es
por ello que hay ciertas limitantes para extrapolar datos clinicos a diferentes

poblaciones.?’
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Tabla 2.2 Algunas variaciones determinadas genéticamente
farmacocinética de algunos farmacos

que afectan la

CONSECUENCIA FRECUENCIA DE
CONDICION/ CLINICA CON EL]ENZIMA METABOLIZADO | FARMACOS
PROTOTIPO PROTOTIPO ENVUELTA R POBRE SUBSTRATOS
Hidroxilacian Metabolizador CYP2D6 5-10%- Ecainida, flecainida,
pobre y extensa de | pobre podria Caucasicos bufurolol, timolal,
debrisoquina mostrar toxicidad 3-8% Negros codeina,  nortriptilina,
0.9% Orientales | metoprolol,
1% Arabes dextrometorfan,
esparteina ferhexilina.
Hidroxilacion Metabolizadores CYP2C(18) 3-5% Caucasicos | Diazepam
pobre y extenso de | pobres podria 168% Orientales
S-mefenitoina mostrar sedacién.
S-metilacion de o- [ Metiladores rapidos ? 14% Caucasicos, | Azatioprina

mercaptopurina,
pobre y extenso

Acetilacion lenta y
rapida de
isoniazida

Hidrélisis lenta de
succinilcolina

podria mostrar alto
riesgo  de falla
terapéutica.

lentos
mostrar

Acetiladores
podrian
toxicidad

Apnea prolongada

N-acetiltransferasa
(NAT2)

Colinesterasa en
plasma

lenta metilacién.

60% Caucasicos
10-20% Orientales
y esquimales.

Severos  genes
ancrmales, el mas
comun desorden 1
en 2500

Acido p-aminosalicilico,
amrinona,
aminoglutetiimida,
clonazepam, dapsona,
hidrazalina, fenelzina,
procainamida,
promizola,
sulfametazina,
sulfasalazina.

Succinilcolina

Desde un punto de vista evolutivo, existen 5 razas, dos de las cuales
representan pequenas poblaciones: los Bushmen de Africa y los Aborigenes
Australianos. Las 3 grandes razas son los Caucasicos, Mongoloides y Negroides.
%2 Se ha investigado la evolucion de estas 3 razas utilizando estudios de lenguaje
y varias mediciones bioldgicas, encontrandose que la separacion de caucasicos
de los mongoloides ocurrié hace alrededor de 40 000 a 60 000 afios.? La Fig.
2.2. muestra un diagrama simplificado de la evolucién de las tres principales razas,
basandose en la comparacién de un gran namero de proteinas y grupos
sanguineos en poblaciones.?

s
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i Caucasicos
L Mongoloides
Negroides
Hace alrededor Hace alrededor de  Tiempo actual

de 150 000 afios 40 000-60 000

Fig.2.2 Esquema simplificado de la evolucion de las tres principales razas.

En al Tabla 2.3 se muestran las diferencias interétnicas en la hidroxilacién
de la debrisoquina en poblaciones orientales y poblaciones caucésicas. En la tabla
se puede observar que la incidencia del fenotipo metabolizador pobre (PM) en
caucasicos es de 5-10%, mientras que en 100 sujetos japoneses no se observd

ningtin metabolizador pobre.’

Tabla 2.3 Diferencia de fenotipos de hidroxilacion tipo debrisoquina en

poblaciones caucasicas y orientales.

Metabolizadores

pobres
Grupo étnico No. de
voluntarios No. %.

Caucasicos

Britanicos 258 23 9

Daneses 301 22 7

Hangaros 100 10 10

Suecos 757 41 5.4
Chinos 695 7 1
Orientales Canadienses 13 4 31
Japoneses 100 0 0

M H
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2.4 Polimorfismo oxidativo de CYP2D6.

El CYP2D6 es la enzima que caracteriza mejor la expresion polimérfica de
tas enzimas del citocromo P450 en humanos. La debrisoquina se utilizd como
estandar para fenotipar el polimorfismo en estudios clinicos, encontrandose a
individuos metabolizadores extensos (EM), metabolizadores pobres (PM) e
individuos metabolizadores ultraextensos (UEM). Actualmente se han utilizado
otros farmacos para establecer el fenotipe metabolizador, entre los que se
encuentran esparteina, dextrometorfan, y mas recientemente propafenona.

Se ha observado que la O-desmetilacion de dextrometorfan (DM) a
dextrorfan (DT) es un meétodo relativamente segurc y util para determinar el
fenotipo de CYP2D6 in vivo % e in vitro %

2.4.1 Significado clinico del polimorfismo genético de CYP2D6.

Existen ciertos casos en los cuales es importante conocer el polimorfismo
genético; cuando la cinética de un principio activo depende significativamente de
una enzima especifica y/o cuando la variabilidad farmacocinética es de
importancia clinica.?’ En el caso de que esta variabilidad farmacocinética se
presente en un farmaco con estrecho indice terapeutico, conocer el polimorfismo
genético podria emplearse en el ajuste de dosis del farmaco.?®

En base en los criterios arriba mencionados, se ha encontrado que el
polimorfismo de CYP2D6 es de significancia clinica para antidepresivos tricilclicos,
ciertos neurolépticos y antiarritmicos. ?° La Tabla 2.4 enlista los sustratos
clinicamente importantes de CYP2D6 y cuyo uso podria formar una base para los
requerimientos del analisis farmacogenético.’

it
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Tabla 2.4 Sustratos de CYP2D6

Antiarritmicos _ Antidepresivos p-bloqueadores Neurolépticos  Miscelaneos

Amiodarona Imipramina Propanolol Perfenazina Codeina
Encainida Desipramina Timolol Thioridazina Debrisoquina
Flecainida Amitriptilina Bufuralol 4-OH
Mexilitina Nortriptilina Metoprolol anfetamina
N-propilamalina  Clomipramina Indoramin
Propafenona Fenformin
Esparteina

En el caso de los antidepresivos triciclicos, tanto los individuos que
presentan el fenotipo metabolizador pobre (PM) como aquellos que presentan el
fenotipo metabolizador ultraextenso (EUM) de CYP2D6 pueden ser candidatos a
presentar reacciones adversas. Los individuos PM con dosis normales pueden
desarroliar concentraciones plasmaticas toxicas, mientras que la administracién de
sustratos de CYP2D6 a individuos UEM puede dar lugar a una falla terapéutica
debido a que las concentraciones plasmaticas de farmaco en dosis normales son
bajas.®® Aunque si bien estos pacientes pueden ser tratados exitosamente con
dosis mas altas, los metabolitos provenientes de las vias metabdlicas alternas
podrian acumularse y contribuir a la toxicidad. Las manifestaciones clinicas de
pacientes UEM y PM tratados con antidepresivos son a veces similares, lo que
lleva a confusion en la comprension de las bases para las reacciones adversas.
Debido a la falta de individualizacién de la dosis los pacientes estan propensos a
episodios recurrentes de depresion y podrian no responder al tratamiento.>*®' Sin
embargo, la relacién entre la dosis y la respuesta terapéutica podria estar dirigida
a través de monitoreos terapéutico de farmacos (TDM)* y después de conocer el
metabolismo de un farmaco, a través de técnicas de fenotipacién, podrian
predecirse los resultados y permitir un ajuste de dosis apropiado para prevenir los
efectos adversos.’2? Los pacientes que requieren tratamiento con antidepresivos
6 antipsicoticos, los cuales son sustratos de CYP2DS, pueden iniciar el régimen
terapéutico normal, debido a que las vidas medias de eliminaciébn de estos
farmacos son largas, las concentraciones toxicas pueden tomar de 5 a 7
semanas a desarrollarse, mientras se obtienen los resultados de fenotipacion, y
los ajustes de dosis ¢ seleccion de la terapia pueden hacerse una vez que los
datos estén disponibles. En este caso, el conocimiento del fenotipo de CYP2D6
podria asistir en la anticipacion de efectos toxicos 6 en la seleccién apropiada de
una terapia alternativa sobre fa base del conocimiento del metabolismo alternativo
de farmacos.’

* Por sus siglas en inglés Therapeutic Drug Monitoring

(2
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2.5 Determinacidén del fenotipo metabolizador

Se ha propuesto que se puede establecer el fenotipo metabolizador de un
individuo basandose en las concentraciones urinarias del farmaco y su metabolito,
después de la administracion de una dosis determinada de un marcador. Ello es
particularmente Util para predecir el régimen de dosificacién de un farmaco aun si
su indice terapeutico es estrecho. Las caracteristicas ideales de un marcador son:
1) seguridad en un amplio rango de poblaciones; 2) de facil administracién,
muestreo y andlisis; 3) reproducibilidad en la a5|gnaC|on del fenotipo y 4) un alto
grado de especificidad para la enzima de interés.*

A pesar de su importancia la determinacién del fenotipo metabolizador no
se lleva a cabo con frecuencia en la clinica, por varias razones. Una es la
inconveniencia de la toma del marcador y la coleccion de orina, otra es el costo del
ensayo, y otro mas es la posibilidad de falsos positivos debido a otros farmacos
que se administran concomitantemente. La fenotipacion basada en el analisis de
DNA de sangre y otros tejldos promete proveer un acceso hacia la prediccion del
genotipo metabolizador.* En ia Tabla 2.5 se presentan los farmacos sustratos para
establecer el fenotipo de citocromos P450s.°

o
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Tabla 2.5 Farmacos sustratos para establecer fenotipos de citocromos P450s.

CYP Farmaco prueba y producto Criterio de asignacion del fenotipo
CYP2D6 Debrisoquina—4-hidroxidebrisoquina,; PM=MR 2126, UEM=MR 5 0.5
Dextrometorfan— dextrorfan; PM=MR =0.3
Esparteina— 2-y —dehidroesparteina PM= MR 20.2
CYP2C19  Mefenitoina—logo[S-mefenitoina PM= log indice hidroxilacion > 1.0

(dosis)}/4'-OH- mefenitoina {orina),

Mefenitoina—S-mefenitoina  urinaria/ R- PM=proporcién S/R 2 1.0
mefenitoina urinaria;

Omeprazol —logio omeprazol/5’- PM = Indice de hidroxilacion 2 1.0
hidroxiomeprazol (plasma)

Clorozoxazona—»Clorozoxazona (dosis)/6- PM= indefinido
CYP2E1 OH-clorozoxazona (orina 8-h)

CYP3A4 Eritromicina—'*CO, recobro en atiento PM= indefinido
seguido por administracién I.V. de
4C-N-metiteritromicina;

Dapsona—shidroxilamina dapsona— PM=indefinido
dapsona + dapsona hidroxilamina

PM. Metabolizador pobre
UEM Metabolizador ultraextenso
MR Proporcion metabdlica®

2.6 Monografia de dextrometorfan

El dextrometorfAn es un agente antitusivo no narcético ampliamente
utilizado y efectivo.®® Después de su administracién oral en humanos se
metaboliza ampliamente a dextrorfan (3-hidroxi-17metilmorfina), 3-hidroximorfina,
3-metoximorfina, y conjugados en la posicion del grupo 3-hidroxilo.?**® Se ha
reportado una gran variabilidad interindividual en el metabolismo de
dextrometorfan®y ahora se conoce que el metabolismo de este farmaco esta bajo
el mismo control genético que el polimorfismo oxidativo de debrisoquina.’”*? En Ia
Fig.2.3 se ilustran las estructuras y vias metabdlicas del dextrometorfan.

* Por sus siglas en inglés Metabolic Ratio (MR)
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ta O-desmetilacidon de dextrometrofan a dextrorfan se lleva a cabo por el
CYP2D8, %4 mientras que la formacién de 3-metoximorfina y 3-hidroximorfina, se
leva a cabo en menor proporcion también por CYP2D6 y CYP3A3/4,
respectivamente.

Dado a su perfil de seguridad y a que con una dosis unica se logra una
distincién aparente de los fenotipos, se ha sugerido que el dextrometorfan puede
ser un farmaco de prueba superior para identificar individuos con deficiencias en la
oxidacion de farmacos del tipo debrisoquina.*!434°

O-desmetilacién

OH 3-hidroximorfina

~

N-desmetilacién

O-desmetilacion

CH3.Q
3-metoximorfina

Fig. 2.3 Estructuras quimicas y vias metabdlicas del dextrometorfan.
2.6.1 Accion e indicaciones terapéuticas

El bromhidrato de dextrometorfan, es un farmaco exclusivamente antitusivo
que a diferencia de los opiaceos y sucedaneos no produce efectos narcéticos ni
adiccién. Su accién farmacodinamica la ejerce directamente sobre el centro de la
tos. Por su rapido y eficaz efecto sintomatico es un valioso complemento en el
tratamiento de las afecciones respiratorias de origen bacteriano.*®

Biofarmacia
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2.6.2 Propiedades fisicas y quimicas

Origen: Dextroisémero metilado del levorfanol.

Grupo quimico: Derivado no opiaceo del morfinano.

Nombre quimico: Morfinano, 3-metoxi-17-metil-, (9 alfa, 13 alfa, 14 alfa)-
bromhidrato, monohidratado.

Formula empirica: C1gHzsNO.HBr.H20.

Peso molecular: 370.33.

Descripcion: Polvo cristalino o cnstales practicamente blancos, con un olor
débil. Funde, con descomposicion, a los 126°C aproximadamente.

Solubilidad: Muy soluble en agua; faciimente soluble en aicohol.

2.6.3 Farmacodinamia y farmacocinética

Su mecanismo de accién es suprimir el reflejo de la tos mediante un efecto
directo sobre el centro de la tos del bulbo raquideo. Administrado por via oral el
dextrometorfan se absorbe totalmente en el tracto gastrointestinal de donde pasa
para su biotransformacién al higado mediante N-dealquilacién y/o desmetilacion.
El dextrometorfan tiene un inicio de accién rapida, observandose ésta a los 20 6
30 minutos de su ingestion. Cerca del 50% de la dosis se excreta como dextrorfan
en la orina de 6 horas y menos del 1% se elimina por las heces.*’

2.6.4 Efectos adversos y secundarios.

A dosis terapéuticas no se presenta ninguna reaccion adversa y/o secundaria;
a dosis muy por arriba de lo recomendado podria ocasionar nauseas, irritacion
gastrica y vomito. En algunos casos se presenta excitacién, confusién mental,
somnolencia, depresion del sistema nervioso y dificultad intensa para respirar, y
resequedad de boca.

2.6.5 Contraindicaciones

Gastritis, Ulceras pépticas, depresion e insuficiencia respiratoria ¢
hipersensibilidad al medicamento.

2.6.6 Precauciones
Debe usarse con precaucién en los siguientes cuadros clinicos: asma y
deterioro de la funcién hepatica. No se han reportado problemas por el uso de

dextrometorfan durante el embarazo Y, la factancia, sin embargo, el médico debe
considerar la relacion riesgo-beneficio.*

Wﬂom




2.6.7 Formas farmacéuticas orales

Bromhidrato de dextrometorfan. Tabletas de disolucién bucal.
Bromhidrato de dextrometorfan. Jarabe

Bromhidrato de dextrometorfan Comprimidos masticables.
Dextrometorfan, polistirex. Suspensidn oral de liberacion prolongada.

2.6.8. Dosis

Adultos: Oral de 10 a 20 mg cada cuatro horas o 30 mg a intervalos de seis
a ocho horas dependiendode la necesidad. La prescripcidn usual limite para
adultos es de 120 mg al dia.

Niflos: La dosis usual para nifios de 2 a 6 afios es de 2.5 a § mg cada
cuatro horas y para nifios de 6 a 12 afios: oral de 5 a 10 mg cada cuatro horas o
15 mg a intervalos de seis a ocho horas, depndiendo de la necesidade.*’

2.7 Métodos analiticos para la determinacién de dextrometorfan y dextrorfan
en fluidos biologicos.

Se han reportados diferentes métodos analiticos para la cuantificacion de
dextrometorfan y/o dextrorfan en fluidos biolégicos, entre los que se incluyen
espectrometria de fluorescencia,*® radioinmunoandlisis,*, cromatograf’ ta de gases-
liquido,%%5' cromatografia de liquidos de alta resolucion®*’ y cromatografia de
capa fina,*® De ellos, los métodos por cromatografia de liquidos de alta resolucién
han sido los mas utilizados por el tiempo de andlisis, la alta sensibilidad del
equipo, vy los métodos de extraccién sencillos. En la Tabla 2.6 se describen
algunos métodos de cromatografia de liquidos de alta resolucién empleados en la
cuantificacion de dextrometorfan y dextrofan y que han sido previamente
publicados.

(2
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Metodologia

3.1 REACTIVOS Y MATERIALES
3.1.1 Reactivos

Acetonitrilo grado cromatografico, Mallinckrodt

Diclorometano grado R.A., Mallinckrodt

Fosfato monobasico de potasio R.A., Técnica quimica Lote 31

Carbonato de sodio R.A., J.T. Baker. Lote E48163

Metanol R.A., J.T.Baker.

Enzima B-glucuronidasa Tipo HP-2, (97,200 unidades/mL),SIGMA. Lote 97H3781

3.1.2 Estandares

Clomipramina (Estandar interno E.1), donado por NOVARTIS, Farmacedtica.
Dextrometorfan.(DM), donado por el laboratorio de tecnologia farmacedtica,
UNAM

Tartrato de dextrorfan, (DT), Research Biochemical International. RBI, Lote 10 CM-
IX-13.

3.1.3 Equipo

Cromatégrafo de liquidos Hewlett Packard, equipado con bomba cuaternaria
modelo HP 1050, inyector manual modelo HP 1050 y detector de U.V de longitud
de onda variable, modelo HP 1050. Loop de 100 pb.

Columna Spherisorb de fenilo de Waters, 4.6 x 250 mm, S5um de |.D.

Bafio de ultrasonido modelo BRANSONIC PC-620

Centrifuga BECKMAN PJ-6

Balanza Analitica SARTORIUS modelo 1800

Agitador Vortex Thermolyne 16700.

Agitador horizontal ORBIT

3.2 Método analitico para la cuantificacién de dextrometorfan y dextrorfan en
orina por CLAR.

El método analitico utilizado fue el reportado por Young Han Park y cols.,
en 1984° con algunas madificiaciones.

3.2.1. Preparacion de las soluciones

s
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3.2.1.1 Solucién patrén de dextrometorfan

En un matraz volumétrico de 50 mL, se colocaron 5 mg del estandar de
bromhidrato de dextrometorfan, se disolvié con metanol y se llevé al aforo con el
mismo solvente, obteniéndose una concentracion de 100 ug/mL.

3.2.1.2 Solucién patrén de dextrorfan

En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 25 mg de dextrorfan,
disolviendo en metanol y llevando al aforo con el mismo solvente, para obtener
una concentracion de 500 pg/mL.

3.2.1.3 Solucién metandlica de clomipramina (estandar interno)

En un matraz volumétrico de 50 mL, se colocaron 5 mg de clomipramina
disolviendo en metanol y llevando al aforo con el mismo solvente. La
concentracion de clomipramina fué de 100 ug/mL.

3.2.1.4 Solucién enzimatica de p-glucoronidasa de 8000 U/mL.

De una solucién de enzima f-glucoronidasa de 97,200 U/mL se tomaron
823 ul de enzima, disolviendo y aforando a 10 mL con solucién amortiguadora de
acetato de sodio 0.2M a pH de 5.0,. La solucién de acetato de sodio se prepard
colocando 1.3608 g de acetato de sodio en un matraz, se disolvié y aforé a 50 mL
con agua, posteriormente se ajustd el pH a 5.0 con acido o-fosférico al 8.5%.

3.2.2 Fase movil

La fase movil que se utilizd fue acetonitrilo: solucidn amortiguadora de
fosfato 0.01M (35:65). Para ello se prepard una solucion de fosfato monobasico de
potasio (KH2PO4) 0.01M, colocando en un matraz 1.3609 g de KH:PO, , se
disolvié y aford a 1000 mL con agua y se ajusté a pH de 4 con acido o-fosférico al
8.5%. Tanto el acetonitrilo como el buffer de fosfatos fueron desgasificados con

helio.
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3.2.3 Preparacién de la curva patrén en orina

En la Tabla 3.1 se presentan las concentraciones empleadas en la curva
patrén. Para su analisis se empled el procedimiento 3.2.4 y se inyect6 al sistema
cromatografico bajo las condiciones mencionadas anteriormente. La respuesta se
midié determinando el area de dextrometorfan 6 dextrorfan entre el area del
estandar interno (E.1).

Tabla 3.1 Preparacién de la curva patrén conteniendo dextometorfan y dextrorfan
en orina.

Conc. de DM | Alic. de Stock DM | Conc. de DT | Alic. de Stock Aforo

pg/mL {uL) pug/mL DM (ul) mL
0.1 10 1 20 10

0.5 50 5 100 10

1 100 10 200 10

2 200 30 600 10

4 400 60 1200 10

6 600 70 1400 10

3.2.4 Procedimiento para cuantificar dextrorfan total y dextrometorfan en
orina

En un tubo de ensaye de 15 mL con tap6n de rosca, se colocaron 2 mL de
la muestra de orina, se adicionaron 500ul. de enzima B-glucorinadasa y se incub6
durante 18 hrs. en bafio Maria a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacién se
agregaron 50 ul de la solucién de estandar interno (clomipramina, 100 pg/mL),.
500 puL de una solucion saturada de carbonato de sodio y 10 mL de diclorometano.
Se agité durante 10 minutos en agitador horizontal a 300 rpm. y
posteriormente se centrifugé a 3000 rpm, durante 15 min. Se separ6 la fase
organica (capa inferior) con pipeta pasteur, se transfiri6 a un tubo de de 10 mL y
se evaporé bajo corriente de nitrégeno a 40°C y el residuo se reconstituyé con 200
ul de fase moévil, sé agitd durante 10 seg. en vortex y se inyectaron 100 L al

sistema cromatografico.
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3.2.5 Procedimiento para cuantificar dextrorfan libre y dextrometorfan en
orina

En un tubo de ensaye de 15 mL con tap6n de rosca, se colocaron 2 mL de
la muestra de orina, se agregaron 50 pL de la solucién de estandar interno
(clomipramina, 100 pg/mL),. 500 pL de una solucion saturada de carbonato de
sodio y 10 mL de diclorometano. Se agit6 durante 10 minutos en agitador
horizontal a 300 rpm. y posteriormente se centrifugé a 3000 rpm,. durante 15
min. Se separd la fase organica (capa inferior) con pipeta pasteur, se de
nitrobgeno a 40 °C.

La secuencia del método empleado se presenta en la Fig. 3.1
3.2.6 Condiciones cromatograficas
Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:

Columna spherisorb de fenilo de Waters, 4.6 x 250 mm

Presion aproximada de 260 bar.

Temperatura ambiente

Tiempo de corrida 23 min.

Longitud de onda 280 nm.

Flujo de 1.3 mL/min.

Fase mévil acetonitrilo:buffer de fosfato monobasico de potasio 0.01M a pH de 4
35:65.

i

i s B | O MM A C

23



Metodologia

[ 2mLae s ]
}

500 pL de enzima -glucoronidasa e
incubar por 18 horas a 37°C

clomipramina 100 pg/mL.

1§

[ + 500 pl. de solucién saturada de ]

fﬁOuL de {a solucién del estindar intarnj

carbonato de sodio

1

[ 10 mL de dicloromstano J

1 8

durante 10 min.a 300 rpm. ]

1

(- Centrifugar a 3000 rpm por 15 min. ]

Fase ormr) se transfiere

a otro tubo y evaporar a sequedad.
Se reconstituye con 200 pglL de fase
movil. Se inyectan 100 plL al sistema
cromatografico

rgltar horizontalmente

Fase acuosa se desecha

Fig. 3.1. Diagrama del método de extraccién para la cuantificacién de dextrorfan total
y dextrometorfan en orina.
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3.3 Validacion del método analitico para la cuantificaciéon de dextrometorfan
y dextrorfan en orina.

3.3.1. Linealidad del sistema

A fin de determinar la linealidad del sistema se prepararon 3 curvas patron
de dextrometorfan (DM) y dextrorfan (DT) en metanol en e! intervalo de
concentraciones de 0.1 a 6 ug/mL y de 1 a 70 pg/mL, respectivamente. Se graficé
la relacion de areas entre estandar interno El (DM/E.| y DT/EI), con respecto a la
concentracion de DM y DT, y se calculd ef coeficiente de correlacién (r), la
pendiente (m) y la ordenada al origen (b).

3.3.2 Linealidad del método

La linealidad del método se determind preparando tres curvas patréon
independientes en orina siguiendo los lineamientos indicados en 3.2.5. Se grafico
la relacién de areas (DM/E.l y DT/E.I) contra la concentracion del farmaco en un
intervalo de concentraciones de 0.1 a 6 ug/mlL para dextrometrofan y de 1 a 70
ug/mL para dextrorfan. Para cada una de las curvas se determind el coeficiente de
correlacién ( r), la pendiente (m) y la ordenada al origen {b).

3.3.3 Repetibilidad y reproducibilidad

La repetibilidad se evalud en un mismo dia de trabajo, bajo condiciones
idénticas de analista, equipo y faboratorio. Se preparon 3 curvas patron en orina y
se determiné el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion
porciento de los resultados obtenidos. La reproducibilidad se evalud preparando
tres curvas patrén en orina, tres dias diferentes y se determind el coeficiente de
variacion.

e
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3.3.4 Especificidad

La especificidad de!l método se determind evaluando la no interferencia del
acido salicilico, el cual es un farmaco consumido cominmente. Asi mismo, se
probé la no interferencia de tolueno empleado en la conservacion de la muestra.

Para llevar a cabo la prueba se trabajo por duplicado el punto 3 de la curva
patrén en orina conteniendo los estandares de clomipramina, dextrometorfan,
dextrorfan, y se les adiciono tolueno y acido salicilico.

3.3.5 Exactitud

La exactitud se calculé como el porciento de desviacién del vator promedio
de las determinaciones en cada nivel de concentracion de los datos de
repetibilidad y reproducibilidad.

% de desviacion = [Valor nominal — valor verdadero| *100
valor nominal

3.3.6 Limite de deteccion y cuantificacion.

El limite de deteccién se calculd haciendo diluciones del Gltimo punto de la
curva hasta que la sefial detectable fuera 3 veces la seifial del ruido.

£1 limite de cuantificacién se establecié como la mas baja concentracion de
farmaco que puede ser cuantificado con exactitud y precisiéon bajo las condiciones
normales de operacion.

3.3.7 Recobro

El pociento de recobro, se determind preparando 3 curvas patron en orina y
tres curvas patrén en metanol, adicionadas con dextrometorfan y dextrorfaan a los
niveles de concentracién establecidos y se comparé la respuesta obtenida en el
sistema y la respuesta obtenida en orina después de! método de extraccion
indicado en el apartado 3.2.5.

s
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3.3.8 Estabilidad

La estabilidad del dextrometorfan y del dextrorfan en orina se verificd en
dos modalidades:

3.3.8.1 Estabilidad con 4 ciclos de congelacién/descongelacién.

Se prepararon los puntos 2 , 3 y 5 de la curva patrén en orina
correspondientes a las concentraciones de 0.5, 1y 4 ug/mL para dextrometorfan
y 5 10 y 60 ug/mL para dextrorfan, repartiéndose individualmente las
disoluciones en tubos de ensayo con una capacidad de 15 mL. Se efectud
el andlisis inicial de acuerdo al procedimiento 3.2.5 vy las disoluciones restantes
se mantuvieron en congelacién a una temperatura de -5C. Se analizaron por
duplicado a las 24 y 48 horas y a los15 y 30 dias siguiendo el mismo
procedimiento.

3.3.8.2 Estabilidad en el residuo evaporado.

Se prepararon los puntos 2 , 3 y 5 de la curva patrén en orina
correspondientes a las concentraciones de 0.5, 1 y 4 ug/mL  para dextrometorfan
y 5,10y 60 pg/mL para dextrorfan. Se transfirieron individualmente 2 mL a tubos
de ensayo con capacidad de 15 mL. Se analizaron inicialmente por duplicado de
acuerdo a 3.2.5 y las muestras restantes se procesaron hasta el Gltimo paso de
evaporacion de la fase organica. Estas muestras se guardaron en refrigeracion. Se
analizaron por duplicado a las 24 y 48 horas de haber sido almacenadas. Las
muestras se resuspendieron en fase mévil al momento de su analisis.

3.4 Estudio del fenotipo metabolizador en voluntarios sanos.
3.4.1 Producto comercial utilizado en el estudio

ROMILAR jarabe, presentacion frasco de 100 mL de laboratorios ROCHE.
México, conteniendo 0.3 g de bromhidrato de dextrometorfan.

Biofarmacia
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3.4.2 Voluntarios

En el estudio participaron 43 voluntarios 27 de! sexo femenino y 16 del sexo
masculino con edades comprendidas entre 16 y 52 afios. Los sujetos se
encontraron en buen estado de salud.

A los participantes se les informo de la naturaleza y fines del estudio
mediante un formato que contuvo tas indicaciones a seguir durante el mismo, asi
como las caracteristicas del farmaco y los posibles efectos secundarios. Los
voluntarios firmaron una hoja de consentimiento en la cual expresaron por
voluntad propia su participacion en el estudic y seles aplicd un pequefio
cuestionario para saber algunos datos generales. En el APENDICE | se muestra la
hoja de consentimiento de los voluntarios y en el APENDICE |l se anexa ia hoja
control de los voluntarios asi como el cuestionario que se les aplico.

4.4.2.1 Criterios de exclusion.
Los voluntarios no se admitieron & fueron excluidos del estudio si:
Tomaron algiin medicamento 3 dias previos al estudio.

Tomaron algun medicamento durante el estudio.
Tenian alguna enfermedad hepética, renal 6 asociada a problemas del desarrollo.

3.4.3 Protocolo de estudio

Los voluntarios se ajustaron al siguiente protocolo.

Antes de la administracion del farmaco los voluntrios vaciaron
completamente la vejiga.

A las 10:00 PM del dia del estudio ingirieron 20 mL de jarabe ROMILAR de
ROCHE, equivalentes a 60 mg de dextrometorfan, con un vaso con agua. El
volumen de jarabe se midi6 con el vaso dosificador proporcionado en el producto
farmacedtico.

Se colecté la orina durante las 8 horas posteriores a la administracion del
jarabe, en frascos de vidrio color ambar. %

w Blom
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El volumen total de orina se midi6 y se tomd una alicuota de 40 mL la cual se
centrifugd y posteriormente se le adicion6 tolueno para su conservacion. La
muestra se congeld —5°C hasta el momento de su andlisis por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion.

3.4.4 Consideraciones éticas

Los sujetos voluntarios que participaron en el estudio fueron tratados de
acuerdo a los protocolos de la declaracién de Helsinki y las regulaciones locales
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y de nuestro pais con el objeto
de salvaguardar sus derechos y bienestar.

3.4.5 Analisis de los resultados.

Para determinar el fenotipo metabolizador se calculd la relacidén entre
dextrometorfan/dextrorfan total. La clasificacion se llevé a cabo de la siguiente
manera® si la relacion era mayor a 0.3, et sujeto se clasificé como metabolizador
pobre y una proporcion metabdlica menor que 0.3 correspondia a un
metabolizador rapido.

vy
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4.1 Validacién del método analitico para la cuantificacion de dextrometorfan
y dextrorfan en orina por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR).

Los criterios para la validacion del método analitico se basaron en las
recomendaciones y lineamientos especificados por diferentes organismos
internacionales.® 5 A continuacién se presentan los resultados obtenidos.

4.1.1 Linealidad del sistema

En las Tabla 4.1 y 4.2 se muestran los resultados obtenidos a partir de 3
curvas de calibracion en metanol conteniendo dextrometorfan, dextrorfan vy
clomipramina como estandar interno, y en las Fig. 4.1 y 4.2 se muestran las
graficas correspondientes para DMy DT respectivamente.

Tabla 4.1. Linealidad del sistema para la cuantificacién de DM en metanol

RELACION DE AREASI/E.|
Conc. (pg/mL) CURVA1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO
0.1 0.0109 0.0109 0.0109 0.0109
0.5 0.0573 0.0578 0.0562 0.0571
1 0.1351 0.1309 0.1356 0.1339
2 0.2730 0.2698 0.2703 0.2710
4 0.5519 0.5475 0.5487 0.5494
6 0.7986 0.7936 0.7895 0.7939
A= -0.0016
B=0.1342
r=0.9996
? = 0.9992
Tabla 4.2. Linealidad del sistema para la cuantificacion de DT _en metano!
RELACION DE AREASIE.|
Conc. (ug/mL) CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO
1 0.1469 0.1458 0.1366 0.1431
5 0.7978 0.7988 0.7947 0.7971
10 1.4542 1.4512 1.4524 1.4526
30 3.9823 3.9900 3.9805 3.9843
60 7.9985 7.9875 7.9799 7.9886
70 9.5321 9.5402 9.5391 9.5371
A=-0.0507
B =0.1368
r = 0.9996
= 0.9992

(s
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< Regresi6n Lineal:
k= Y=A+B*X
g ¢ A=-0.0016
o B=0,1342
=3 = 0.9996
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Dextrometorfan pg/mL

Fig. 4.1 Linealidad del sistema para la cuantificacion de dextrometorfan en metanol.
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g
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A.dextrometrofan/A.El.

Regresion Lineal:
Y=A+B*X
A=0.0599
B=0.13382
r=0.99952

Dextrorfan pg/mL

Fig. 4.2 Linealidad del sistema para la cuantificacién de dextrorfan en metanol.
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4.1.2 Linealidad del método

En la Fig. 4.3 se muestra la linealidad del método analitico para cuantificar
dextrometorfan en el intervalo de concentracion es de 0.1 a 6 ug/mL. La ecuacion
de la recta promedio fue: y= 0.1329 + 0.0055x, con un coeficiente de correlacién
de 0.9989.

En la Fig. 4.4 se muestra la linealidad dei método analitico para la
cuantificacion de dextrorfan en el intervalo de concentracion de 1 a 70 pg/mL. La
ecuacién de la recta promedio fue: y= 0.1273 + 0.0941x, con un coeficiente de
correlacion de 0.9997.

Para evaluar la linealidad del método se calculé el coeficiente de correlacion
(r), el coeficiente de determinacion ("), la pendiente (B) y la ordenada al origen
(A) de la curva de regresion, estos datos se presentan en la Tablas 4.3 y 4.4.

Tabla 4.3. Linealidad del método para la cuantificacion de DM _en orina.

RELACION DE AREASIE.|
Conc. (pg/mL}) CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO
0.1 0.0096 0.0099 0.0097 0.0097
0.5 0.0568 0.0541 0.0550 0.0553
1 0.1115 0.1140 0.1298 0.1184
2 0.2696 0.2465 0.2565 0.2575
4 0.5475 0.5498 0.5551 0.5508
o] 0.7790 0.7790 0.7788 0.7789
A= - 0.0054
B =0.1329
r=10.9989
r? = 0.9978
Tabla 4.4. Linealidad del método para la cuantificacion de DT en orina.
RELACION DE AREASI/E.|
Conc. (ug/mL) CURVA1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO
' 1 0.1431 0.1408 0.1481 0.1440
5 0.7193 0.7283 0.7300 0.7259
10 1.4246 1.4349 1.4896 1.4497
30 3.4362 3.8081 3.7054 3.6499
60 7.6917 7.2804 7.4891 7.4871
70 9.1268 8.8800 8.6442 8.8837
A=-0.0941
B=0.1273
r=0.9997
r? = 0.9995

i
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Adextrometorfan/A.El.

Fig. 4.3 Linealidad
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Regresion Lineal;
Y=A+B*X
A=0.007]
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r=(1.9998

i 1 i Il
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Dextrometorfan (ng/mL)

del método para cuantificar dextrometorfan en orina

ot Regresién Lineal:
Y= A +B*X

ok A=0.0586
B=0.1297
r=0.9985

Dextrorfan (ug/mL)

Fig. 4.4 Linealidad del método para cuantificar dextrorfan en orina

iy

piofarmacia

34




35

Resultados

4.1.3 Repetibilidad y reproducibilidad.

En las Tablas 4.5 y 4.6 se presentan los resultados de repetibilidad al
analizar tres réplicas de cada concentracién en el mismo dia tanto para
dextrometorfan como para dextrorfan. Asi como, las Tablas 4.7 y 4.8 resumen los
resultados obtenidos al analizar las curvas de calibracion analizadas en tres dias
diferentes con tres replicas cada concentracién. Se puede observar que todos los
coeficientes de variacion fueron menores al 10%.

;I‘abla 4.5 Repetibilidad de dextrometorfan

Conc.(ug/ml.)| Rel.areas 1 | Rel.dreas 2 | Rel.areas 3 |Rel.promedio DS. C.V.
0.1 0.0096 0.0099 0.0097 0.0097 0.0002 1.57

0.5 0.0568 0.0541 0.0550 0.0553 0.0014 2.49

1 0.1115 0.1140 0.1298 0.1184 0.0099 B.38

2 0.2696 0.2465 0.2565 0.2575 0.0116 4.50

4 0.5475 0.5498 0.5551 0.5508 0.0039 0.71

6 0.7790 0.7780 0.7788 0.7789 0.0001 0.01

Tabla 4.6 Repetibilidad de dextrorfan

Conc.(ug/mL)| Rel.areas 1 | Rel.dreas 2 | Rel.dreas 3 |Rel. promedio DS. CV.
1 0.1431 0.1408 0.1481 0.1440 0.0037 2.59
5 0.7193 0.7283 0.7300 0.7259 0.0058 0.79
10 1.4246 1.4349 1.4896 1.4497 0.0349 2.41
30 3.4362 3.8081 3.7054 3.6499 - 0.1821 5.26
60 7.6917 7.2804 7.4891 7.4871 0.2057 275
70 8.1268 8.8800 8.6442 8.8837 0.2413 272
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4.1.4 Especificidad

En la Fig. 4.5 se pueden observar los cromatogramas correspondientes a: a)
blanco de orina, b) en metanol, ¢) orina de voluntario sin hidrélisis enzimatica y d)
orina de voluntario después de la hidrélisis enzimatica, adicionados con
clomipramina como esténdar interno. Los tiempos de retencion fueron: para DT
9.31, DM de 21.32 y CMI de 31.15 minutos.

También se puede observar que no hubo interferencia por parte del acido
salicilico y el tolueno.

DT DT DT

CMI CMI

CMI

DM

N |

Fig. 4.5- a) Blanco de orina, b) Cromatograma en metanol, c) Muestra de
voluntario sin hidrélisis enzimatica, d) Muestra de orina después de la hidrolisis

enzimatica
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4.1.5 Exactitud
En las Tabla 4.5 se muestran los datos de exactitud obtenidos tanto para

dextrometorfan como para dextrorfan en donde se observar que el por ciento de
desviacion para cada nivel de concentracién no es mayor del 15%.

Tabla 4.9 Exactitud del método analitico

Conc. DM Conc. DT
(ng/mL) | % Desviacién | (ug/mlL) % Desviacion

0.1 12.9 1 14.8
0.5 9.1 5 9.2

1 48 10 12.2

2 0.2 30 7.4

4 4.8 60 0.7

6 1.8 70 1.6

4.1.6 Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) obtenidos se
reportan en la Tabla 4.10. El coeficiente de variacién de las muestras adicionadas
con la concentracion minima cuantificable 0.1ug/mlL de dextrometorfan y 0.05
ug/mL de dextrorfan fue de 4.94 y 12.52% respectivamente. Asi mismo, el limite
de deteccion fue de 0.05 pg/mL para dextrometorfan y de 0.025 pg/mL para
dextrorfan.

Tabla 4.10 Limite de deteccion y de cuantificacién para dextrometorfan y dextrorfan

LOQ LOD

(pg/mL) (pg/mt)
DM 0.1 0.05
DT 0.05 0.025

(B
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4.1.7 Recobro

El porciento de recobro se evalué determinando la cantidad de farmaco
recuperado después del proceso de extraccion en orina comparandolo con la
respuesta obtenida en metanol, sin haber realizado el proceso de extraccién.
En ia Tabla 4.11 se muestran los resultados del porciento de recobro en muestras
urinarias adicionadas con dextrometorfan y dextrorfan, se observa que dicho
porcentaje estuvo en un rango de 88.83 a 100.44% para dextrometorfan y de
91.06 a 100.63% para dextrorfan.

Tabla 4.11 Porciento de recobro en muestras urinarias adicionadas con dextrometorfan y
dextrorfan.

DM DT
Concentracidon Concentracién
pg/mL %Recobro pg/mL %Recobro

0.1 88.83 1 100.63
0.5 96.32 5 81.06

1 90.45 10 99.80

2 96.30 30 91.61

4 100.44 60 93.72

6 97.70 70 93.15

Media 95.04 Media 94.99

4.1.8 Estabilidad
En las Tablas 4.12 y 4.13 se presentan los datos de estabilidad de las

muestras urinarias mantenidas en congelacién y en la Tablas 4.14 y 4.15 se
encuentran los resultados de estabilidad del residuo evaporado.

ftlos
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Tiempo de Relaciéon de areas/E.|
analisis Concentracion
0.5 1 4
(pg/mb) | (ug/ml) | (ug/mL)
Tiempo 0 0.4364 0.9749 4.2050
0.4388 0.9660 4.2072
24 Horas 0.4349 0.9593 4.1786
0.4453 0.9534 4,2599
48 Horas 0.4347 0.9803 4.1319
0.4400 0.9780 48775
2 Semanas 0.4297 0.8801 5.0126
0.4384 0.8786 4.0890
4 semanas 0.4496 1.0885 41379
0.4228 1.0836 4.1488
Promedio 0.44 0.97 432
D.S. 0.01 0.07 0.33
CV. 1.72 7.16 7.67

Tabla 4.13 Estabilidad de dextrorfan en orina con 4 ciclos de con

Tiempo de Relacién de areas/E.|
analisis Concentracién
5 10 60
(ug/ml) | (ug/mL) | (ug/ml)
Tiempo 0 4.2996 | 10.6896 | 59.6342
4.2911 10.7364 | 59.6434
24 Horas 4.0393 | 10.3720 | 59.9800
4.1237 | 10.4034 | 59.1617
48 Horas 41840 | 10.5819 | 59.4188
41886 | 10.5896 | 59.6405
2 Semanas 3.8679 | 10.2783 | 59.6178
3.85622 | 10.2689 | 59.4398
4 semanas 3.8396 | 9.47778 | 58.5185
3.9367 | 9.46040 | 56.4482
Promedio 4.06 10.29 59.15
D.S. 0.18 0.46 1.03
C.V. 4.43 4.47 1.74

elacion/descongelacion..

s
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Resultados

Tabla 4.14 Estabilidad de dextrometorfan en muestras procesadas.

Conc.ug/mL 0.5 1 4
Tiempo O 0.4321 0.9772 4.2013
0.4410 0.9510 42110
24 Horas 0.4326 0.9660 42203
0.4155 0.9750 4.1293
48 Horas 0.4435 0.9938 4.1905
0.4505 0.9269 48775

Promedio 0.44 0.96 4,30
D.S. 0.01 0.02 0.28
C.V. 279 2.42 6.56

Tabla 4.15 Estabilidad de dextrorfan en muestras procesadas.

Concug/mt S 10 60
Tiempo O 42934 (10.6511 | 59.6373
43088 (10.5274 | 59.6250
24 Horas 4.0501 [10.3728 | 59.0697
41015 }10.3927 58.6265
48 Horas 4.1863 |10.5850 | 59.3537
4181 |10.5850 | 59.4219

Promedio 419 10.52 59.29
D.S. 0.10 0.11 0.39
C.V. 2.44 1.07 0.65

Por los resultados de validacion se puede establecer que el método cumple
con los criterios para ser utilizado en el estudio del fenotipo metabolizador de
CYP2D6.

4.2 Estudio del fenotipo metabolizador de CYP2D6é

En este estudio participaron 43 voluntarios sanos, 16 hombres y 27
mujeres, con edades entre 15 a 52 afios, estaturas de 1.54 a 1.90 mts, y un peso
de 46-96 Kgs, de estos voluntarios 6 eran fumadores, los datos se muestran en

el apéndice APENDICE II1.
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En la Tabla 4.16 se muestran los resultados det fenotipo metabolizador de
los 43 voluntarios; En dicha tabla se sefiala el volumen de orina colectado, la
concentracién de dextrometorfan, concentracion de dextrorfan libre, y dextrorfan
total, asi como, la concentracién de dextrorfan conjugado la cual se determind por
diferencia entre el dextrorfan total (determinado después de la hidrdlisis
enzimatica) y el dextrorfan libre. También se pueden observar el porciento
recuperado de dextrometorfan y dextrorfan total.

En la Tabla 4.17 se observan las proporciones metabélicas de cada uno de
los voluntarios. Una proporcion metabdlica > 0.3 representa a un metabolizador
pobre (PM) y una proporcion metabolica < 0.3 representa a un metabolizador
rapido.
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Tabla 4.16 Resultados del fenotipo metabolizador en voluntarios sanos

VOLUNTARIO Vol. deorina CONC. ug/imL CONC.ugimL CONC. ug/mL CONC.ug/mL CANT.ug CANT.ug % REC. % REC.
{mL) DM DT Libre DT total DT conjugado oM DT total DM DT total

1 295 1.3289 11.5828 84.4811 72.8085 524 .92 333370.03 0.87 55.62
2 285 1.2425 B8.8789 107.9140 98,9371 366.54 31834.83 0.61 53.08
3 400 0.2128 46749 54 8394 50.1645 85.12 21935.78 014 36,58
4 100 3.4072 3.1913 14.8549 11.6838 340.72 1485.48 0.57 2.48
5 445 0.6388 5.5038 88.8270 81,1234 284,18 20848.02 0.47 40.42
8 150 0.1585 9.9332 100.4944 80.5812 23.78 15074.16 0.04 2512
7 225 0.1368 7.9135 130.3877 122.4742 30.74 29337.23 0.05 48.80
8 425 0.2741 14,5154 62,2788 47.76842 116.49 26468.83 0.19 4.1
9 530 0.7750 5.8588 47 8775 42,0189 410.75 25375.08 0.68 42.29
10 530 0.2174 1.8667 48,8100 47.1433 115.22 25869.30 0.19 43,12
11 800 0.4213 1.4043 58135 4.2082 252.78 3368.10 0.42 561

12 910 0.3251 1.7414 B.8553 7.1139 285.78 B8058.32 0.49 13.42
13 208 0.8471 6.4563 69.5810 83,1247 134.80 14472.84 0.22 2412
14 122 0.5431 7.4184 85.1900 77.7718 66.26 10393.18 0.1 17.32
15 860 0.6180 27383 48.7830 46,0447 426 42 33560.27 0.7 56.10
18 610 1.07724 5.1182 25,7283 20.6081 65712 15693.04 1.10 26.16
17 845 0.1997 0.6764 3.5418 2.5652 12881 2284.33 021 XAl

18 160 0.2952 9.1447 52 4068 43.2572 47.23 8385.10 0.08 13.68
18 890 0.3338 0.0868 2.4854 2.4158 230.39 171403 0.38 2.86

20 740 0.6104 3707 60.2651 58.5580 451.70 44596.17 0.75 74.33
21 325 0.4809 3.4750 68.8609 §5.28508 149.79 22370.79 0.25 37.30
22 810 0.5001 4.0018 34,9951 30.8933 305.08 21347.01 0.51 35.58
23 480 0.9135 6.5309 58.3368 52,8059 420.21 26634.93 0.70 44,72
24 440 0.1158 1.7598 26.338 24, 5764 50.86 11587.84 0.08 19.31
25 180 0.1182 3.9208 57.568 538772 20.92 10367.64 0.03 17.28
26 180 0.6295 13.7034 83.0341 49,3307 119.81 11576.48 0.20 18.86
27 310 0.7218 1.5615 50.0725 48.5110 223.78 15522.48 0.37 25.87
28 500 0.2285 0.3024 9.8875 6.8651 114.25 4883.75 0.19 8.31

29 B05S 0.4421 1.1386 B.0g5 6.9554 267 .47 4B97.48 0.48 8.16

30 380 1.0148 B.0422 §8.8420 90.8988 365.33 35619.12 0.81 59.37
3 510 1.0320 3.0059 58.3393 55.3334 520.83 20753.04 088 49.55
32 205 0.3392 1.2388 7.46 8.2214 69.54 1529.30 012 2.55
33 250 0.2502 0.1949 1.100% 0.9150 52.55 277 .48 0.10 0.46
] 280 0.248 3.3523 27.5679 24,2156 71.34 709409 0.12 13.32
a5 1080 0.8758 0.1151 3.4837 3.3686 Ti7.41 3692.72 1.20 6.15
a8 420 0.3347 1.2699 15.4321 14.1622 140.57 8481.48 0.23 10,80
a7 855 0.4579 1.3971 2.9022 1.5051 299.92 1900.94 0.50 347

a8 350 4.2423 0.1494 0.2778 0.1282 1484.81 97.18 2.47 0.18

39 335 0.8138 25784 16,8287 14,2503 205.58 5637.81 0.34 9.40
40 225 0.4828 34727 22.213 19.04023 108.59 4987.93 0.18 8.33
41 435 0.2258 1.9388 23.7847 21.8479 08.14 10348.34 0186 17.24
42 550 0.4266 06,7755 9.7043 8.9288 234.63 53337.37 0.39 8.90
43 355 0.1220 2.5281 18.8403 18.1122 43.31 66817.31 0.07 11.03

24
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Tabla 4.17 Resultados del estudio para determinar el fenotipo metabolizador.

VOLUNTARIO Frop, Metab, Fenotipo Prop. Metab, Fenotipo
DM/DT total DMW/DT libre
1 0.0157 EM 0.1147 £M
2 0.0145 EM 0.1384 EM
3 0.0030 EM 0.0455 EM
4 0.2204 EM 1.0877 PM
5 0.0086 EM 0.1180 EM
8 0.0016 EM 0.0180 EM
7 0.0010 EM 0.0172 EM
B 0.0044 EM 0.0189 EM
9 0.0162 EM 0.1323 EM
10 0.0045 EM 0.1304 EM
11 0.0751 EM 0.3000 PM
12 0.0367 EM 0.1887 EM
1 0.0084 EM 0.0732 EM
14 0.0064 EM 0.0732 EM
15 0.0127 EM 0.2257 EM
16 0.0419 EM 0.2105 EM
17 0.0584 EM 0.2045 EM
18 00058 EM 00323 EM
19 0.1343 EM 47074 PM
20 0.0101 EM 0.1847 &M
21 0.0067 EM 0.1328 EM
22 0.0143 EM 0.1250 EM
23 0.0157 EM 0.1852 EM
24 0.0044 EM 0.0657 EM
25 0.0020 EM 0.0208 EM
28 0.0100 EM 0.0459 EM
27 0.0144 EM 0.4622 PM
28 0.0225 EM 0.7556 PM
20 0.0546 EM 0.3878 PM
30 0.0103 EM 0.4262 EM
3 0.0177 EM 0.3437 PM
32 0.0455 EM 0.2739 EM
Y 0.2254 EM 1.28%7 PM
34 0.0089 EM 0.0734 EM
35 0.1943 EM 5.8801 PM
38 0.0217 EM 0.2626 EM
a7 0.1578 EM 0.3278 PM
38 15,2821 PM 28,3956 PM
38 0.0365 EM 0.2380 EM
40 0.0217 EM 0.1521 EM
41 0.0005 EM 0.1185 EM
42 0.0440 EM 0.5501 PM
43 0.0085 EM 0.0483 EM
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Discusion

Debido a que el objetivo de este trabajo era determinar el fenotipo
metabolizador, era necesario contar con un método analitico confiable para
cuantificar al dextrometorfan y dextrorfan en orina, por lo que se reprodujo un
método analitico previamente publicado con algunas modificaciones de otro.

De los resultados obtenido en ta validacidbn del método analitico se
encontrd:

5.1.1 Linealidad del método

Al graficar la relacion de areas/estandar interno, respecto a la concentracion
se encontré que el método se comporté de una manera lineal en el intervalo de
concentracion de 0.1 a 6 pg/mL para dextrometorfan (Fig.4.3) y de 1 a 70 pg/mL
para dextrorfan (Fig. 4.4). Se selecciond este rango de concentraciones con base
en publicaciones previas de otros paises.

5.1.2 Repetibilidad y reproducibilidad

Los resultados muestran que el C.V. maximo encontrado en el mismo dia
de analisis fue de 8.38% para dextrometorfan y de 5.26% para dextrorfan. Asi
mismo, se puede ver que el C.V. maximo interdia es de 523% para
dextrometorfan y de 3.49% para dextrorfan. Considerando que el limite de
variacidn permitido para establecer como preciso un método analitico aplicado a
fluidos biolégicos es del 15% y que en el limite de cuantificacion se aplica el
20%%%5 se encontré que el método analitico fue preciso.

5.1.3 Especificidad
En la Fig. 4.5 se puede observa que los componentes de la matriz biolégica

no interfirieron en las respuestas cromatograficas de dextrometorfan y dextrorfa.
Asi mismo ni el tolueno ni la hidrélisis interfirieron en el analisis.
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5.1.4 Exactitud

En la Tabla 4.9 se puede observar que el por ciento de desviacion mMAaximo
para adextrometorfan fue del 12.9% vy para dextrorfan fue del 14.8% por lo que el
método se considera exacto ya que el limite maximo permitido es del 15%.%

5.1.4 Limite de deteccion y cuantificacion

Con base a que el coeficiente de variacion de las muestras adicionadas con
la concentracion minima cuantificable de DM y DT fue de 4.94 y 12.52%
respectivamente y con fundamento en que el C.V. aceptado para el limite de
cuantificacién es del 20%%%% se determiné que el limite de cuantificacién del
0.1ug/mL para DM y de 0.05 ug/mL para DT cumplia con las especificaciones.
Por otra parte, considerando que el criterio para la determinacién del LOD es
obterner una sefial 3 veces el ruido de fondo, se encontré que el limite de
deteccion para DM fue de 0.05 pg/mL y para DT fue de 0.025 pg/mL. Por lo que
en base a las concentraciones urinarias esperadas el método pudo ser utilizado.

5.1.5 Porciento de recobro

De acuerdo a la Tabla 4.11 los resultados promedios del por ciento de
recobro fueron del 95.04% para dextrometorfan y 94.99% para dextrorfan, lo cual
fue adecuado para las necesidades analiticas establecidas. Por lo que, el metodo
se considerd exacto.

5.1.6 Estabilidad

En las Tablas 4.12 y 4.13 se observa una variacion de las muestras
urinarias con 4 ciclos de congelacion/descongelacion fue del 10% por lo que se
concluye que las muestras son estables hasta un mes a —20 °C. En el caso de las
muestras evaporadas se puede observar en las Tablas 4.14 y 415 que se
mantienen estables hasta 48 horas una vez que han sido extraidas de la matriz y
se conservan en refrigeracion.

5.2 Estudio del fenotipo metabolizador de CYP2D6.

El CYP2DS6 es la isoenzima del citocromo P450 mas estudiada, ya que por
esta via se biotransforman una serie de farmacos clinicamente importantes, tales
como antiarritmicos, antdiepresivos y p-bloqueadores, entre otros.

WBIO armacla

47




Discusion

La relevancia clinica del polimorfismo de CYP2D6 radica en que los

metabolizadores pobres que presentan un potencial bajo para biotransformar a los

farmacos sustratos de esta isoenzima, presentaran niveles mas aitos y por
consecuencia se incrementaran los efectos adversos e incluso se podrian
presentar cuadros de toxicidad al incrementarse los niveles de farmaco inalterado,
e inversamente, en individuos metabolizadores extensos, en los que hay una
mayor expresion de CYP2D6, puede presentarse falla terapettica. Por lo anterior,
es particularmente importante establecer el fenotipo metabolizador, para aquelios
farmacos con estrecho indice terapettico.®

Esparteina y debrisoquina sustratos de CYP2D6 se han utilizado como
farmacos prueba para fenotipar a individuos como metabolizadores pobres (PM) ¢
metabolizadores extensos (EM). ¥ E! uso de debrisoquina y esparteina tiene
algunas limitantes ya que presentan efectos adversos, los cuales se ven
incrementados en individuos metabolizadores pobres, por lo que el bromhidrato de
dextrometorfan, ha sido sefialado como un sustrato ideal para fenotipar al
CYP2D6 ya que se ha desmostrado que la O-desmetilacién de dextrometorfan a
dextrorfan es mediada exclusivamente por el CYP2D6 y que su &olimorﬁsmo
metabélico es similar al presentado por esparteina y debrisoquina. .

Con base en lo anterior se eligid al dextrometorfan para caracterizar el
fenotipo.

Considerando que México es una poblacion mestiza, se decidi6 incluir en
este estudio a cualquier individuo que estuviera interesado en participar. Al
analizar los arboles genealdgicos de los 43 voluntarios que participaron se
encontré que 37 sujetos eran de ascendencia mestiza y que s6lo 6 eran
descendientes de otras nacionalidades. '

En estudios previamente publicados, 273859608873 g fenotipo

metabolizador se determiné a partir de la proporcion metabdlica entre
dextrometorfan y dextrorfan total y debido a que el dextrorfan se elimina en orina
como dextrorfan libre y conjugado glucoronido, fue necesario aplicar a las
muestras urinarias una hidrolisis enzimatica mediante la enzima B-glucuronidasa
antes de realizar la extraccion para asi poder cuantificar al dextrorfan total. El
dextrorfan libre se cuantificé a partir de muestras urinarias sin hidrélisis enzimatica
y el dextrorfan conjugado se cuantificé mediante la diferencia entre el dextrorfan

total y el dextrorfan libre.
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Al realizar el analisis de los primeros 3 voluntarios se encontrd que para
llevar a cabo la hidrélisis se requerian 18 horas de incubacién con la enzima -
glucuronidasa. No obstante también se cuantificé dextrorfan libre.

En la Fig. 5.1 se pueden identificar los cromatogramas correspondientes a
los dos grupos de metabolizadores, en el inciso a) se puede ver el cromatograma
del voluntario 38 quien se clasifico como un metabolizador pobre y en el cual se
puede observar que la concentracion de dextrometorfan (4.24ug/mL) es
considerablemente mas grande que la concentracion de dextrorfan total (0.2776
ug/mL ), mientras que el cromatograma b) que corrresponde al voluntario 22
quien se clasificd como metabolizador rapido, la concentracion de dextrometorfan
(0.1162 pg/mL) es mucho mas pequefia que la del dextrorfan (57.59 ug/mL). Por
lo tanto el método analitico fue util para distinguir entre los dos fenotipos
metabolizadores.
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CMI DT
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DM

DT

DM

Fig. 5.1 Cromatogramas de voluntarios: a) metabolizador pobre y b) metabolizador
rapido.
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En la Tabla 4.16 se puede observar que hubieron concentraciones de
dextrorfan fuera del rango de concentracion utilizados en el método previamente
validado, por lo que se decidi6 hacer una dilucién 1:2 para aquellos voluntarios
que presentaban concentraciones de dextrorfan mayores de 70 pg/ml..

Al determinar el fenotipo metabolizador se encontrd que de los 43
voluntarios solamente uno presentd fenotipo de metabolizador pobre. Ello se
establecio en base al criterio previamente reportado por Schmid y cols, 2 de que
una proporcién metabética mayor de 0.3 establece a un metabolizador pobre y una
menor de 0.3 sefiala a un metabolizador extenso, no obstante hubo una gran
variabilidad interindividual en la proporcion metabdlica de
dextrometorfan/dextrorfan total ya que el rango oscil6 entre 0.0010 y 15.2821.

Schmid y cols,?® calcularon la antimoda de 0.3 mediante la proporcién de
dextrometorfan/dextrorfan total Como se puede observar en la Tabla 4.16 el
fenotipo metabolizador pudiera ser determinado con la proporcion de
dextrometorfan/dextrorfan libre, y asi evitar el paso enzimatico del método
analitico necesario para cuantificar el dextrorfan total, sin embargo seria necesario
calcular la antimoda y asi poder definir el criterio para distinguir entre
metabolizadores pobres y extensos. Sin embargo para poder determinar esta
antimoda serfa necesario incrementar la poblacion en estudio.

En la Fig. 5.2 se puede observar la grafica de distribucion de
metabolizadores pobres y metabolizadores extensos al graficar la proporcién
metabdlica contra el nimero total de voluntarios, en ella se visualiza claramente la
separacién entre ambos fenotipos.

La frecuencia de 2.3% correspondiente a 1 metabolizador pobre encontrado
entre los 43 voluntarios es mas baja que la frecuencia encontrada en caucasicos
americanos y europeos que es de 3.9 a 10% X mayor que el obtenido en
poblaciones orientales, cuya frecuencia es de 1%.” Sin embargo, el nimero de
sujetos fue muy pequefio por lo que es necesario incrementar el tamafo de la
poblacion para obtener resultados estadisticamente validos.
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25.00
EMs

20.00 +

Namero de

voluntarios 1500 1

10.00 4

5.00 +

PMs

0.00 -

Proporcion metabdlica (MR) de DM/DTtotal.

Fig. 5.2 Distribucion de metabolizadores pobres y metabolizadores extensos
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos se puede concluir que el método para
cuantificar dextrometorfan y dextrorfan en orina por cromatografia de liquidos de
alta resolucion fue lineal, exacto y preciso en un rango de concetracion de 01a8
pg/mL para dextrometorfan y de 1 a 70 ug/mL para dextrorfan, exacto, preciso, y
las muestras fueron estables bajo las condiciones de experimentacion, por lo que
se consdieré aplicable para la determinacion del fenotipo metabolizador.

Con fundamento a los resultados del estudio del fenotipo metabolizador, se
puede concluir que en la poblacién bajo estudio predominan los metabolizadores
rapidos. Es necesario aumentar el tamafio de la poblacién para obtener resultados
estadisticamente validos y de esta manera contar con mayor informacion acerca
de la proporcion de metabolizadores pobres en nuestra poblacién.
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APENDICE |
DETERMINACION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR UTILIZANDO
DEXTROMETORFANO.,
HOJA DE CONSENTIMIENTO
NOMBRE:
FECHA DE NACIMIENTO
EDAD: NACIONALIDAD: SEXO:
PESO ESTATURA
DIRECCION
TELEFONO:

Por medio del presente, doy mi consentimiento pleno y sin coaccion de ninguna
especie para participar en el estudio de dextometorfan (jarabe). He recibido una copia del
protocolo, la cual he leido, enterandome del procedimiento y posibles efectos secundarios
del medicamento bajo estudio.

Estoy de acuerdo en participar y cooperar, tomando el medicamento y tratamiento
como se me indique.

Nombre y firma del voluntario.

Nombre y firma del testigo:

Nombre y firma del investigador:

Nombre y firma del médico responsable

Lugar y fecha:

i
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APENDICE I

DETERMINACION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR UTILIZANDO
DEXTROMETORFANO.

CUESTIONARIO DEL VOLUNTARIO

VOLUNTARIO No.

NOMBRE DEL VOLUNTARIO:

NOMBRE COMPLETO INICALES
EDAD: SEXO: PESO:
ESTATURA NACIONALIDAD:

FECHA Y HORA REAL DE LA ADMINISTRACION:

VOLUMEN DE ORINA RECOLECTADA:

FECHA DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS:

Conteste el siguiente cuestionario.

1. La semana previa al estudio, estuvo bajo tratamiento con algun medicamento?, si su
respuesta es si indique por favor el nombre de dicho
medicamento.

2. ;Ha ingerido pastillas anticonceptivas 6 algin tratamiento hormonal en los Ulitimos
dias?

3. (Es fumador?, si su respuesta es si indique por favor el nimero de cigarros que se
fuma diario.

4. ;lIngiere bebidas alcohélicas, café o té?, si su respuesta es si indique con que
frecuencia las consume,

5. Mencionar la nacionalidad de sus siguientes familiares.

Madre:
Padre:
Abuelo paterno:
Abuela paterna:
Abuelo matermno:
Abuela materna:

Y
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APENDICE Il

Caracteristicas de los voluntarios que participaron en el estudio
NUM.DEVOL. EDAD SEXO PESO (Kg) ESTATURA (MTS) FUMA

1 25 F 59 1.55 NO
2 49 F 60 1.70 NO
3 27 M 65 1.84 NO
4 28 F 61 1.72 NO
5 27 F 96 1.68 NO
6 27 F 47 1.54 NO
7 23 F 52 1.56 NO
8 29 F 46 1.57 NO
9 29 M 70 1.68 NO
10 26 F 62 1.63 NO
11 47 F 48 1.60 sl
12 28 F 54 1.57 NO
13 20 F 46 1.62 NO
14 34 F 56 1.64 NO
15 23 F 69 1.60 NO
16 24 M 60 1.62 NO
17 24 F 46 1.63 NO
18 21 F 56 1.58 NO
19 30 M 78 1.81 NO
20 52 F 49 1.55 NO
21 30 M 96 1.65 Sl
22 37 M 73 1.70 NO
23 38 F 54 1.57 NO
24 24 F 56 1.60 NO
25 24 M 68 1.85 Si
28 15 M 64 1.68 NO
27 23 F 48 1.62 NO
28 28 F 63 1.54 NO
29 26 F 51 1.56 NO
30 18 M 80 1.86 NO
31 22 F 64 1.78 ]
32 33 F 48 1.56 NO
33 27 F 60 1.64 NO
34 25 M 76 1.74 NO
35 27 M 68 1.69 NO
36 26 F 68 1.756 NO
37 34 F 47 1.56 NO
38 25 M 83 1.7 ]|
39 27 M 95 1.90 Si
40 25 M 70 1.68 NO
4 27 M 58 1.64 NO
42 29 M 87 1.76 Sl
43 25 F 68 1.63 NO
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