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1. RESUMEN

Las anfetaminas son aminas simpaticomiméticas que incluyen un nimero de agentes terapéuticos
y drogas ilicitas. En México son ampliamente consumidas por operadores del transporte publico
federal, por jovenes que las adquieren en centros nocturnos, asi como por individuos que las

emplean para la reduccion de peso.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el fenotipo en consumidores de anfetaminas y

el potencial genotoxico de estas drogas. El estudio consistié de dos fases:
1. El andlisis del fenotipo metabdlico en individuos consumidores de anfetaminas.
2. La evaluacion in vitro de la genotoxicidad de la anfetamina y la metanfetamina.

En la primera fase dado que las implicaciones éticas y legales dificultan la investigacion del
metabolismo de las anfetaminas en humanos sanos, el estudio se realiz6 en las muestras
obtenidas de conductores detectados en los programas realizados por la Secretaria de
Comunicaciones y Transportes. En 1000 muestras de orina obtenidas en carreteras federales, 109
individuos fueron identificados como consumidores de anfetaminas; la anfetamina fue la principal
droga de consumo. El fenotipo de los 109 individuos se obtuvo mediante la determinacién de la
Relacion Metabolica (RM), que permitié con base a la cantidad del metabolito y en la clasificacion
para otros substratos del citocromo que metaboliza a las anfetaminas (CYP2D®6),identificar que
existian 3 fenotipos: metabolizadores rapidos (MR), metabolizadores intermedios (Ml) y

metabolizadores lentos (ML).

En la segunda fase se llevo a cabo un estudio en cultivos de linfocitos tratados con anfetamina y
metanfetamina in vitro, para evaluar sus efectos citotoxicos, citostaticos y genotdxicos. Los
resultados muestran que concentraciones de ambas anfetaminas, que se pueden encontrar en la
sangre de los consumidores, son citotoxicas y citostaticas. Sin embargo, solo en algunos
individuos se observé un aumento significativo en la frecuencia de microndcleos, prueba asociada

a genotoxicidad.

Buscando una explicacion a las diferencias individuales observadas, se corroboré la capacidad
del linfocito de metabolizar a las anfetaminas, detectando la expresion de la enzima CYP2D6, asi
como del metabolito 4-hidroxilado. Asi también, por ser el CYP2D6 altamente polimorfico, se
evaluaron las principales variantes alélicas en las muestras estudiadas. Lo anterior permitio
relacionar la frecuencia de microndcleos con el genotipo de CYP2D6, encontrdndose que los

individuos con la variedad alelica *2 presentaban una mayor genotoxicidad. Experimentos



adicionales con muestras de estos individuos utilizando la técnica cometa, mostraron
rompimientos de ADN de una sola cadena y mediante la determinacion de anexinas se confimo la
induccion de apoptosis, que pudo ser revertida por la adicién de dimetiltiourea que es un inhibidor

de radicales libres.

Los resultados obtenidos tienen implicaciones relevantes para los usuarios de anfetaminas puesto
gue los ML pueden presentar mayor riesgo de sobredosis y por consecuencia mayores efectos
farmacologicos y toxicoldgicos. Las consecuencias que estas diferencias puedan tener en la

conduccion de automéviles y la frecuencia y severidad en los accidentes requieren ser estudiadas.

Nuestros datos indican que existen diferencias individuales en la genotoxicidad producida por las
anfetaminas, producto de diferencias en su metabolismo, lo que pudiera tener consecuencias
biolégicas de importancia, como la susceptibilidad a desarrollar enfermedades como cancer o

enfermedad de Parkinson.



1.1. ASTRACT

Amphetamines are a class of sympathomimetic amines that include a number of therapeutic
agents and illicit drugs. In Mexico they are widely used by truck drivers, youngsters attending
nightclubs and people undergoing weight loss regimens. The aim of the present study was to
determine the phenotype of amphetamine consumers and the genotoxic potential of these drugs.
The study was carried out in two phases:

1.- The first one was to determine the metabolic ratio (MR) in 109 urine specimens from federal
highway drivers who were amphetamine positive in random mandatory roadside drug tests. The
statistical analysis of the MR showed the presence of three different phenotypes, which according
to the established groups for CYP2D6 and the amount of the drug metabolized correspond to
extensive metabolizers (EM), intermediate metabolizers (IM) and poor metabolizers (PM).

2.- The second phase was to examine the genotoxic effects of amphetamine and
methamphetamine in vitro. Amphetamine effects were evaluated in human peripheral blood
lymphocytes (HPBL). The cytokinesis blocked Micronuclei (MN) Assay was used for genotoxicity
determination. Individual differences in the amount of MN induced by both amphetamines were
observed. Given that CYP2D6 enzyme is involved in the oxidative metabolism of amphetamines,
the expression of CYP2D6 was evaluated. Data showed that lymphocytes are able to express a
functional CYP2D6, suggesting that amphetamines are metabolized by CYP2D6 in HPBL. Since
CYP2D6 is a highly polymorphic gene, nine different polymorphisms were evaluated; The highest
induction of MN was found in individuals having the allele 2. Our findings suggest that the
interindividual variation in the genotoxicity induced by amphetamines could be related to individual
differences in metabolism.

To understand the mechanism of amphetamines genotoxicity, additional experiments were carried
out. Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) or “Comet Assay” showed the induction of single DNA
breakage, while anexin determination confirmed the induction of apoptosis. Addition of
dimethilthiourea attenuated apoptosis induction, implicating a role for free radicals in the observed
effects.

The biological consequences of the individual differences in amphetamine metabolism, such as the
development of cancer or Parkinsons, the risk of addiction or even impaired driving, need to be

further studied.



2. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Las anfetaminas son drogas de amplio consumo en nuestro pais, tres grupos han mostrado un
mayor consumo de estas sustancias: Los operadores del transporte publico federal
especificamente del sector carretero, en lo cuales la anfetamina es la droga de mayor consumo
constituyendo uno de los factores causales de accidentes. El segundo sector de la poblacién que
ha presentado un aumento en su consumo es el de los jévenes, quienes las pueden adquirir como
drogas de “club” principalmente en lugares de esparcimiento (centros nocturnos). El tercer grupo
lo constituyen individuos que las emplean para disminucién y control de peso, sin embargo en

algunos casos ellos desconocen que las estdn consumiendo.

La mayoria de los estudios acerca de los efectos del consumo de anfetaminas se refieren a los
problemas de adiccion y efectos sobre sistema nervioso central. Los estudios en otros sistemas
son escasos. Reportes aislados realizados en modelos de roedores y en linfocitos in vitro sugieren
gue las anfetaminas pueden producir alteracion del ciclo celular y dafio al material genético. En
modelos animales se ha mostrado que el citocromo P450 2D6 (CYP2D6) esta involucrado en la 4-
hidroxilacién de la anfetamina y que la hidroxilacion del anillo aromético o sus sustituyentes son la
principal via metabdlica. Se ha reportado la existencia de polimorfismos en el citocromo CYP2D6
y que varios de ellos son capaces de alterar la funcion enzimética de este citocromo.
Adicionalmente se han descrito diferencias en la distribucion de los polimorfismos en diferentes
razas. Por lo anterior si el CYP2D6 participa en el metabolismo de las anfetaminas, la presencia
de polimorfismos tiene implicaciones importantes no sélo en el metabolismo de las mismas, sino
en el papel del mismo en los efectos téxicos y posiblemente en los factores de adiccion. Resulta
interesante estudiar la influencia de estos polimorfismos en el metabolismo de las anfetaminas y

en sus posibles efectos.

El presente proyecto tuvo 2 fases: En la primera se evalué la relacion metabdlica de la anfetamina
y su metabolito hidroxilado en orina para determinar el fenotipo de CYP2D6 en individuos
consumidores de anfetaminas. En la segunda se determinaron in vitro los efectos citotdxicos y
genotoéxicos de la anfetamina y la metanfetamina, asi como la relacién de los efectos observados

con los polimorfismos de CYP2D6.



3. INTRODUCCION

3.1.- El consumo de Drogas de Abuso

El consumo de drogas es un problema de gran importancia y representa una amenaza para la
salud y el bienestar de los seres humanos. El uso indebido de drogas sobrepasa los limites
convencionales de la salud humana y tiene ademas nefastas consecuencias sociales, pues no
solo trae aparejado el deterioro personal, familiar y de comunidades completas, sino que se halla
relacionado con problemas de seguridad ciudadana, violencia familiar, abuso de menores,
abandono de la escuela, disminucion de competitividad, perdida de horas de trabajo, inseguridad
vial, accidentes laborales etc. Todo lo mencionado ademas representa una gran carga econémica

para el individuo y la sociedad.

En términos farmacoldgicos y médicos la palabra droga es cualquier sustancia quimica capaz de
modificar el funcionamiento de un ser vivo. Este concepto se refiere a que la modificacion puede
ser perjudicial o beneficiosa para el ser vivo, y que depende del tiempo de administracién y de la
dosis. Paracelso, padre de la farmacologia, en 1500 dijo que todas las sustancias son venenos.

La diferencia entre un veneno y un medicamento es la dosis.

Popularmente, el término droga suele utilizarse preferentemente para referirse a las de uso ilegal,
para las de uso médico es mas comun el término farmaco, medicamento, 0, mas concretamente,
droga terapéutica. El abuso de drogas ilicitas, se puede definir como el uso de un producto
quimico para conseguir un efecto farmacolégico deseado en una forma impropia, estableciendo a
Su vez un patrén patoldgico de uso, deterioro de la actividad social o laboral. El uso compulsivo de
estas drogas de abuso produce dependencia psicologica (satisfaccion y deseo vehemente de
consumirlas), dependencia fisiologica y tolerancia (necesidad de aumentar la dosis para obtener
los efectos deseados). La intoxicacion por drogas, bien de una forma aguda o crénica, produce
problemas fisicos y psiquicos que pueden conducir a la muerte o bien a secuelas permanentes

(médico-sociales, laborales, etc).

Una definicién practica es la siguiente; "Drogas son todas aquellas sustancias que producen
dependencia y que se emplean voluntariamente para provocarse determinadas sensaciones o

estados psiquicos no justificados terapéuticamente.”



Existe evidencia de que antes de que se establecieran las primeras civilizaciones, el hombre ya
conocia los efectos de ciertas plantas como la adormidera del opio. En todas las civilizaciones,
desde la asiria hasta la actual del siglo XXI, el ser humano ha consumido todo tipo de drogas por
distintos motivos, tales como: religiosos, rituales, medicinales, hébito o costumbre, distraccion o
hedonismo. En la cultura occidental la droga es considerada un tema tabu y a inicios del siglo XX,
se dictaron las primeras leyes contra el uso de drogas (Davenport 2001). Un ejemplo de
prohibicion fue la conocida ley seca, mediante la cual se prohibié el alcohol en los Estados
Unidos. La prohibicion fracasd estrepitosamente y fue el origen de que ciertos grupos que
comenzaron traficando con alcohol, al ser éste legalizado, iniciardn con el trafico de drogas que

seguian prohibidas.

Las drogas mas utilizadas en los paises occidentales son:

Cocaina

Marihuana (canabinoides)

Hachis

MDMA o éxtasis

Anfetaminas (anfetamina y metanfetamina)
Opiéceos (Heroina, Morfina, etc.)
Inhalantes

LSD (acido lisérgico)

Peyote (mescalina)

Hongos psilocibes, también conocidos como alucinégenos 0 magicos
Benzodiacepinas

Barbitaricos

Fenciclidina

3.1.1 Consumo en México

En nuestro pais se han publicado multiples encuestas sobre el consumo de drogas, la ultima que
se publico fue en el afio 2002 (Encuesta Nacional de Adicciones). En esta encuesta se evalué el
consumo de 10 tipos de sustancias con efectos psicotrépicos como son la marihuana, inhalables,
alucindégenos, cocaina, derivados de la hoja de coca, heroina; estimulantes tipo anfetaminico y
drogas con utilidad médica usadas sin prescripcion medica como son opiaceos, tranquilizantes,

sedantes y estimulantes.



La droga de mayor consumo en México, sin considerar al tabaco o al alcohol, es la marihuana,
2.4 millones de personas la han probado alguna vez en una proporcion de 7.7 hombres por cada
mujer. Poco méas de 2 millones viven en poblacion urbana y el resto en la poblacién rural. Cuando
Unicamente se considera a los hombres urbanos la proporcion de uso aumenta a 7.58%, y en el
grupo entre 18 y 34 afios que es el mas expuesto, la proporcion aumenta a 10.01%. La cocaina
ocupa el segundo lugar en las preferencias de la poblacion, el 1.44% de la poblacion urbana la ha
usado y por cada 4 hombres que la consumen hay una mujer. De la poblacion total, el 1.23% del
uso se da en forma de polvo, 0.04% en forma de pasta y 0.10% en forma de crack. La mayor
proporcion de usuarios tienen entre 18 y 34 afios. Después de la marihuana y la cocaina, siguen
en orden de preferencia, los inhalables y los estimulantes de tipo anfetaminico y en altimo lugar la
heroina y los alucinégenos. Sin embargo, en el grupo de 12 a 17 afios, el indice de consumo de

inhalables es ligeramente superior al de cocaina.

3.1.1.1. Consumo en el Transporte Federal de México

En ambientes laborales los patrones de consumo pueden variar de una forma caracteristica y
dependiente del tipo de trabajo. Lo anterior se ejemplifica con un reporte publicado en el 2001
(www.conadic.gob.mx) y que evalla el patron de consumo en diferentes modos de transporte a
nivel Federal (Tabla A).

TABLA A
PoRsENTAJEPOIRTIEODEDR G A
TIRODECONDUSTOR MUESTRASANALIZADAS MUESTRASPOSTIVAS e Canmams Cocaibla ArFETAMINAS
Carmafaro 48 050 2808 58 160 253 S8BT
Maritimo OET L | 53 544 235 2186
Farrasiario 2 424 A 1.3 2890 &r.y 32
Aarag civil 3083 13 0.4 JB.5 38.5 231
Tolal 55024 2503 53 1649 2.8 573

Como se observa en la tabla A, el consumo de anfetaminas constituye un problema al ser la
principal droga de consumo en operadores del transporte publico federal, especificamente en el

sector carretero.



3.2 ANFETAMINAS

Las anfetaminas pertenecen a un grupo muy amplio de derivados quimicos (aminas
simpaticomiméticas) con actividad sobre del Sistema Nervioso Central (SNC), ocasionan en
quienes las consumen reduccion del apetito, hiperactividad y sensacion general de bienestar, sin
embargo, por presentar una elevada actividad a nivel del SNC tienen un alto riesgo de producir

dependencia y adiccion (Cox et al, 1983).

En la actualidad el término anfetaminas incluye compuestos relacionados estructuralmente como
son la anfetamina, metanfetamina, hidroxianfetamina e hidroximetanfetamina. La anfetamina fue
sintetizada en 1887, sin embargo, muchos afios después se descubrié la principal actividad
farmacologica de esta molécula. Fue en 1920 cuando investigando un sustituto de la efedrina se
descubrié que las anfetaminas presentaban propiedades estimulantes del SNC, asi como utilidad
clinica en la narcolepsia y en el sindrome hiperactivo en nifios. En 1932 la anfetamina fue
comercializada como descongestionante nasal y como estimulante respiratorio (bencedrina
inhalada), para 1937 se registraron nuevos compuestos de anfetaminas como farmacos
broncodilatadores, anoréxicos y antidepresivos. Durante la segunda guerra mundial, los alemanes
y sus aliados usaban las anfetaminas en sus batallas para combatir la fatiga y mantener en estado
de alerta en sus tropas. En Japdén se dispuso de un gran suministro de anfetaminas para los
jovenes en el periodo de la posguerra, lo que originé abuso epidémico que se frené o disminuyo
con castigos crueles. Paralelamente a la amplia difusion de su empleo terapéutico, se hicieron
evidentes los efectos indeseables de estas sustancias y su alto potencial de abuso (Katzung
1996). Como resultado de esto la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
de America) en 1959 en un intento de frenar su alto consumo, prohibié la comercializaciéon de
varios derivados de anfetaminas. En México la Encuesta Nacional de Adicciones del 2002 (ENA
2002) muestra al consumo de anfetaminas en el cuarto lugar de las drogas de mayor consumo en

nuestro pais, siendo los jovenes de 18 - 20 afios los de la més alta incidencia.

Estructura Quimica. Las anfetaminas son bases débiles cuyos pKas oscilan alrededor 9.7 a 9.9,
son producidas por medio de sintesis quimica en la industria farmacéutica o en laboratorios
clandestinos. Las anfetaminas son derivados de la feniletilamina (figura Al), que es la estructura
base de todas las aminas simpaticomiméticas y las sustancias naturales adrenérgicas como la
epinefrina (adrenalina) y la norepinefrina (noradrenalina). Estructuralmente, la diferencia quimica
entre la anfetamina (figura A2) y la metanfetamina (figura A3), radica en la sustitucion de un

hidrégeno en el grupo amino por un metilo para el caso de la metanfetamina, hecho que le



significa aumentar sus propiedades lipofilicas y su actividad farmacoldgica (Cox et al, 1983). A su
vez estereoquimicamente la anfetamina y la metanfetamina presentan un centro Gptico asimétrico,
dando lugar a la forma racémica (dl), la dextro (d), o la levo (l) respectivamente. En las

preparaciones comunes se encuentran en forma racémica.

NHg ?H's :.I'; .o. CHS . ®o .,
| H—C—N[**" | = CHs:
'I::HE I \[‘!. H_(I:_N\.’ oo -
CH, CH, CH,

1) FENILETILAMINA 2) ANFETAMINA 3) METANFETAMINA

Figura A.- Estructura quimica de la feniletilamina, anfetamina y metanfemina .

Propiedades Fisicas. La anfetamina preparada legalmente es un polvo cristalino, de poco olor,
sabor amargo o acre, soluble en agua y ligeramente soluble en alcohol. Mientras que la
anfetamina producida ilegalmente tiene un olor fuerte resultado de una depuracién incompleta de

reactivos y/o solventes usados en su fabricacion.

La metanfetamina legal es un polvo cristalino, de poco olor, aspero, facilmente soluble en agua y
alcohol. Mientras que la preparacion ilegal incluye: polvo fino, &spero, cristales y trozos de color

blanco-amarillento de material suelto, en capsulas y tabletas de varios tamafios y colores.

De manera general, las anfetaminas preparadas en su forma ilegal pueden llegar a contener hasta
un 60 % de esta droga y otras cantidades de cocaina, atropina, mezcalina y una gran variedad de
adulterantes como granos de almidén, fécula de maiz, lactosa, maltosa, silicato de magnesio,
guinina y material fibroso (Cox et al, 1983).

3.2.1. FARMACOCINETICA DE LAS ANFETAMINAS
Las anfetaminas pueden consumirse por via oral, intravenosa y por inhalacién al fumarse o

aspirarse por la nariz.



Absorcién. Las anfetaminas se absorben rdpidamente desde el tracto intestinal, el maximo nivel

plasmatico se obtiene en las dos primeras horas y su completa absorcion requiere de 4 a 6 h.

Distribucion. Las anfetaminas se distribuyen en todos los tejidos, teniendo su mas alta
concentracion en pulmon, higado, cerebro, bazo y rifidén. La concentracion en sangre tras la
administracién de dosis terapéuticas es baja a causa de la débil union con las proteinas
plasméticas (16 %) y su elevado volumen de distribucion (3.2 - 5.6 L/Kg) permitiéndoles llegar con
relativa facilidad hasta el tejido nervioso (Barceloux, 1988). Esta demostrado que la anfetamina
también puede encontrarse en la leche humana a concentraciones 7 veces mas altas que en el
plasma materno; también se ha reportado la presencia de trazas de anfetamina en la orina de un

neonato amamantado por la madre narcoléptica, tratada con anfetaminas (Steiner et. al., 1984)

Metabolismo. Las anfetaminas son metabolizadas por la fraccion microsomal del citocromo
CYP2D6 del higado; estudios realizados en ratas y en ratones confirmaron que las anfetaminas
son metabolizadas por el CYP2D6 (Law et al. 2000, Kreth et al. 2000, Lin et al 1997).
Adicionalmente las evaluaciones realizadas en sistemas in vitro con microsomas hepéticos o
levaduras transgénicas sefialan al mismo citocromo (Wu et al. 1997). Se ha encontrado que las
anfetaminas también se metabolizan en cerebro, intestino y pulmén, donde sufren procesos de
desaminacién oxidativa en presencia de NADPH, Mg++ y de oxigeno molecular, para formar fenil-
acetona, 4cido benzoico y &cido hipurico. Ademas, por hidroxilacién aromatica se obtienen 4-
hidroxinoanfetaminas y 4-hidroxi-norepinefrina, en un porcentaje de alrededor del 10 % de la
dosis. La metanfetamina es N-desmetilada a anfetamina y formaldehido y se p-hidroxila por la
enzima hidroxilasa aromatica. Las anfetaminas se metabolizan en el higado, mediante seis
procesos quimicos diferentes: hidroxilacion aromatica, hidroxilacion alifatica, N-desalquilacion,

desaminacién oxidativa, N-oxidacion y conjugacion del nitrogeno (Cody. 1992)

Eliminaciéon. Alrededor del 30 % de la dosis administrada de anfetaminas, se excreta sin
modificar en la orina; sin embargo, este dato es influenciado por el pH de la orina, ya que en una
orina alcalina las anfetaminas se presentan en forma no ionizada y se reabsorben en gran
cantidad por los tdbulos renales; mientras que en una orina acida sucede lo contrario y la

excrecion tiene lugar de manera mas rapida (Becket et. al., 1965, Davis et. al., 1971).

Efecto farmacolégico. La acciéon farmacolégica més importante de la anfetamina y la
metanfetamina, es su poder estimulante sobre el Sistema Nervioso Central, ya que aumenta la
liberacién de neurotransmisores a nivel de la sinapsis nerviosa, en particular de epinefrina, de

norepinefrina y de dopamina, produciendo un aumento de la frecuencia cardiaca, de la presion



sistdlica y diastélica, una mejoria en el estado de animo, resistencia a la fatiga fisica y mental, e
incremento en la autoestima. Algunas de las manifestaciones psicoticas mas frecuentes después
de la toma de dosis elevadas de anfetaminas, estan probablemente ligadas a la liberacién de 5-

hidroxitriptamina de las neuronas triptaminérgicas.

Sindromes clinicos generales. En paises donde esta permitido su uso los individuos toman
oralmente de 5 a 20 mg de anfetaminas, para aliviar la fatiga, levantar el &nimo, inducir furor, bajar
de peso y prolongar el insomnio. Entre los grupos de mayor consumo se encuentran los jovenes
quienes las consumen en centros nocturnos (antros) para estar euforicos, reducir la fatiga y bailar
toda la noche, también se ha descrito que los estudiantes las consumen durante la preparacion de
sus exadmenes y para mejorar su rendimiento intelectual, lo mismo que militares y atletas para
tener un alto rendimiento y algunos profesionistas y trabajadores sujetos a labores repetitivas o
extenuantes, ejemplo de ellos, son los conductores de trenes y camiones (ENA 2002,
www.conadict.gob.mx). Sin embargo, estos efectos aparentemente beneficos de las anfetaminas
se pierden con el empleo repetido y en vez de ello, surge depresion, agitacion y panico
(www.nida.gov). Ademas, estas drogas pueden inducir al usuario un alto gasto de energia,

resultando en una fatiga excesiva y la subsecuente reduccion del desempefio fisico.

Derivado de que el rendimiento fisico e intelectual mejora, es facil comprender el deseo de
mantener estos efectos, aparentemente beneficos, con consumo repetido que lleva pronto a un
estado de dependencia psiquica y también fisica. Este efecto auto-reforzante estd también ligado
al fendmeno “rebound” que se manifiesta con depresion y astenia al suspender la accion de la
droga. En individuos con tolerancia, el uso habitual de grandes dosis puede dar como resultado
una psicosis téxica caracterizada por paranoia, alucinaciones y comportamiento violento,
presentando un estado de inquietud, ansiedad e irritabilidad (Cox et al, 1983).

3.2.2. EFECTOS TOXICOS DEL CONSUMO

La mayoria de los estudios acerca de los efectos del consumo de anfetaminas se refieren a los
problemas de adiccion y efectos sobre sistema nervioso central. Los estudios en otros sistemas
son escasos (Li et. al., 1998). En ratas tratadas con una planta que contiene derivados de
anfetamina se reportaron efectos teratbgenicos y embriotoxicos (Islam et al. 1994). En otro
estudio se reporta una reduccion de un 30% en la proliferacion de linfocitos humanos tratados in
vitro con anfetaminas (Gagnon et al. 1992) y recientemente se pone en evidencia la induccion de

apoptosis en neuronas de rata y ratoén (Stumm et al. 1999, Demiglio et al. 2000 y Landenheim et



al. 2000). También se ha reportado que la exposicién a anfetamina produce edema y dafio en
pulmoén de rata, el cual se previene con la adicién de dimetiltiourea, un protector contra radicales

de oxigeno (Huang et al. 2002).

No obstante los potentes efectos ejercidos, las intoxicaciones mortales por anfetaminicos son
raras. La muerte sobreviene por medio de un cuadro de hiperpirexia, convulsiones, coma y
hemorragia cerebral. La dosis letal para el hombre varia grandemente en relacion con las
caracteristicas individuales y a la eventual habituacion y es de alrededor de 20-25 mg/kg de peso

corporal.

El estudio en humanos se ve dificultado para este tipo de drogas por consideraciones éticas y
legales, las alternativas para su estudio en humanos han sido individuos que las consumen
habitualmente, o que estan en rehabilitacion. Otra alternativa es estudiarlas en células extraidas
de sujetos sanos y realizar pruebas in vitro, un buen modelo son los linfocitos aislados de sangre

periférica.

3.2.3. INTERFERENTES DE ANFETAMINAS

La mayoria de los remedios para el resfriado y los supresores de apetito contienen sustancias que
pueden tener reactividad cruzada con los reactivos utilizados para el analisis de anfetaminas,
guimicamente tienen caracteristicas similares y estdn consideradas como una familia de drogas

llamadas aminas simpatomiméticas.

Aminas Simpatomiméticas
* Cloroprenalina

» Efedrina

» Etafedrina

* Isoetarina

* Isopenalina

* Metoxifenamina

* Metilefedrina

* Fenilpropalamina

Estas aminas simpatomiméticas dan un resultado presuntivo positivo en la orina. Algunos

farmacos que se venden sin receta médica utilizados para auto-medicacion pueden interferir en



los inmunoensayos ocasionando resultados positivos como son los antihistaminicos. A pesar de
gue los métodos estan disefiados para minimizar problemas, algunos métodos reaccionan con un
gran namero de medicamentos de consumo comun (Cody 1990). Por ello es necesario realizar la
prueba confirmatoria por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Federal
Register 1994).

3.3 TOXICOLOGIA

Con la revolucion industrial y agricola del siglo XX y la aplicacién de nuevas tecnologias con
finalidades muy diversas, tales como produccion vegetal, industria quimica, produccion de
energia, medicina, etc., ha ido aumentando la presencia de agentes fisicos y quimicos, producidos
por las distintas actividades humanas. Se ha demostrado, especialmente a partir de la década de
1940, que un nuamero considerable de estos agentes son capaces de producir efectos

perjudiciales sobre los seres vivos.

Una de las ramas de la medicina que estudia los efectos de las toxinas o venenos vegetales,
animales y minerales es la toxicologia. Esta disciplina normalmente es considerada una vertiente
de la farmacologia o de la medicina legal. La palabra “toxikon” procede del griego y significa
veneno de las flechas usadas en caceria desde la antigiiedad. Las puntas de las flechas se
preparaban con material contaminado con bacterias, por ejemplo con pedazos de cadaveres o
venenos vegetales, con la intencién de acelerar la muerte de los animales. Como venenos
vegetales se utilizaban plantas que provocaban inflamaciones, que lesionaban el corazén o
paralizaban los muasculos o la respiracion. Por lo tanto la toxicologia es el estudio de los efectos

nocivos causados por los agentes ambientales a los seres vivos.

Para determinar la toxicidad de una sustancia es necesario establecer la cantidad o
concentracion a la cual esa sustancia puede ser peligrosa para un organismo. Algunas sustancias
tienen en concentraciones bajas un efecto positivo sobre el cuerpo y se vuelven peligrosas

cuando se toman en mayor concentracion.

Muchas sustancias consideradas venenosas son toxicas de forma indirecta. Un ejemplo es el
metanol que no es venenoso por si mismo, sino cuando se convierte en el higado en
formaldehido. Otro ejemplo es el acetaminofeno o paracetamol, el cual especialmente en
presencia de alcohol se vuelve toxico. Estos efectos nocivos son debidos a la inducciéon o

inhibicion de enzimas que los metabolizan. Otro factor que va cobrando relevancia en los ultimos



afios es la variabilidad genética que predispone a que los individuos transformen de manera

diferente los téxicos.

3.4. TOXICOLOGIA GENETICA

La Toxicologia Genética, que puede ser considerada como una especialidad de la Genética o de
la Toxicologia, ha adquirido un papel cada vez mas relevante, dado que se ocupa
fundamentalmente de la identificacion y el analisis de la accién de cualquier agente fisico, quimico

o bioldgico, que sea capaz de ejercer efectos toxicos sobre el material genético de los seres vivos.

Conviene destacar que, si bien muchos agentes téxicos dafian el material genético una vez
alcanzado un nivel que produce muerte y toxicidad generalizada, el objetivo primario de la
Toxicologia Genética es detectar y estudiar las propiedades y los mecanismos de accién de
aquellos agentes que son altamente especificos para los acidos nucleicos. El interés de los
estudios de Toxicologia Genética se centra principalmente en los agentes cuyos efectos nocivos
sobre el material genético se producen a niveles de exposicion que no se consideran toxicos o
que, a lo sumo pueden ser clasificados como subtéxicos. En base a ello, se denomina agente
genotdxico a aquel que produzca cualquier tipo de dafio genético a dosis subtoxicas .La Comision
Internacional para la Proteccidon contra los Mutagenos y Carcinbgenos Ambientales (ICPEMC.,
1983) establecié que el término genotdxico se debe de utilizar para aquellos agentes que tienen

afinidad para interaccionar con el ADN.

Desde que Ames en 1979, utilizando el ensayo de mutagenicidad en Salmonella typhimurium,
identific6 un buen numero de contaminantes quimicos ambientales, capaces de causar
mutaciones en organismos procariotas y cancer en mamiferos (Ames 1979), y que el grupo de
investigacion dirigido por Barbacid demostr6 en 1982 que una mutacion puntual era la
responsable de que el oncogén T24, implicado en el cancer de vejiga en humanos, adquiriese su
capacidad transformadora (Reddy et al., 1982), se han ido acumulando multiples evidencias
experimentales y epidemiolégicas que demuestran de manera inequivoca que el dafio genético no
sblo es la base de los eventos mutagénicos, sino que también en el desarrollo de un proceso
cancerigeno ocurren una serie de mutaciones, tanto a nivel de los genes tumorales u oncogenes,

como a nivel de los genes supresores de tumores.

Ademas de la importancia intrinseca de investigar las bases moleculares y cromosomicas de la

genotoxicidad, la mutagenicidad y la carcinogenicidad, asi como sus mecanismos y sus



consecuencias, cada vez es mas necesario establecer de forma precisa las relaciones de
causalidad existentes entre la induccién de dafio genético, la fijacion del mismo en forma de

mutacion germinal o mutacion somatica y la génesis de un proceso cancerigeno.

Un gran namero de productos quimicos, tanto naturales como sintéticos, asi como las radiaciones
ionizantes, la luz ultravioleta, distintos virus y microorganismos, pueden provocar alteraciones
genéticas en las células y en los organismos. Si las células afectadas pertenecen a la linea
germinal o reproductora, pueden llegar a producirse malformaciones hereditarias. Si las células
afectadas son células sométicas, las mutaciones pueden conducir a cancer, envejecimiento y
enfermedades cronicodegenerativas. Los agentes potencialmente mutagénicos pueden ejercer su
accion nociva durante el desarrollo embrionario, produciendo alteraciones mas o menos graves en
el curso del desarrollo normal. Aungque en la mayoria de los casos, la teratogénesis no tiene una

base genética, existen agentes mutagénicos con accion teratogénica.

A lo largo de la segunda mitad del siglo XX se han ido acumulando evidencias que demuestran
que la aparicion creciente de productos de todo tipo (industrial, alimenticio, farmacolégico, etc.), o
de subproductos y residuos contaminantes, representan un riesgo, ya que en su mayoria las

mutaciones inducidas resultan deletéreas.

Dada la importancia de las consecuencias adversas que los agentes genotoxicos ejercen sobre
los seres vivos y dada la relacibn entre toxicidad genética, mutacidon, cancer y otras
enfermedades, la Toxicologia Genética desempefia un papel relevante no soélo en su faceta de
ciencia basica, sino también en el campo de su aplicacion y en la utilizacion de sus conocimientos
con fines preventivos y para mejorar la salud puablica. Sin lugar a dudas, los avances en la
Toxicologia Genética han contribuido y contribuirdn a que se tome conciencia de la importancia de
preservar nuestro patrimonio genético y reducir al maximo el riesgo que supone para cualquier ser
vivo en general, y para el hombre, en particular, la exposicion a posibles agentes mutagénicos y/o

carcinogeénicos.

En este punto conviene sefalar que muchas veces, antes de que se desarrolle, por ejemplo, un
determinado tipo de cancer inducido por un agente externo, con las metodologias citogenéticas,
moleculares y bioguimicas disponibles en la actualidad se pueden detectar alteraciones que nos
sirvan de sefal de alarma, con lo cual se pueden tomar todas las medidas oportunas para evitar el
riesgo para la salud. También hoy sabemos que determinadas personas que presentan ciertas
enfermedades de tipo genético (ataxia telangiectasia, anemia de Fanconi, xeroderma

pigmentosum, etc.) son mucho mas sensibles a la accién genotoxica de distintos agentes



mutagénicos/cancerigenos, por lo que en estos casos de una mayor susceptibilidad hay que
extremar al maximo las medidas de precaucion y evitar los distintos tipos de exposicién que

constituyan factores de riesgo.

3.5. GENOTOXICIDAD

3.5.1. Alteraciones del ADN que implican efectos ge  notéxicos

La replicacion del ADN no es un proceso totalmente perfecto. Se producen cambios genéticos
espontaneos con bajas frecuencias, tanto a nivel nucleotidico como a nivel cromosomico. La
seleccion natural opera eliminando o manteniendo estos cambios, dependiendo de su naturaleza.
No todas las mutaciones son deletéreas y bajo determinadas condiciones o ambientes, algunas

mutaciones pueden ser consideradas como neutras e incluso, como benéficas.

La constitucion genética de los distintos seres vivos ha ido evolucionando, llegando a alcanzar un
delicado equilibrio. Por lo tanto, la induccion de cambios genéticos, incluso la de aquellos que a
priori podemos considerar poco importantes, cuando ocurren en sistemas complejos pueden
conducir a anomalias, malformaciones, enfermedades y muerte. Aunque la evolucion dependa de
la mutacién para generar variabilidad en las poblaciones, lo cierto es que demasiados cambios
genéticos en un periodo de tiempo corto pueden reducir de manera significativa la viabilidad y la

eficacia bioldgica de las distintas especies, incluida la nuestra.

En principio, podemos clasificar el dafio genético en dos grandes categorias: los efectos
detectables mediante el andlisis citologico de los cromosomas (macrolesiones) y los cambios que
ocurren a nivel nucleotidico (microlesiones). Los cambios de una purina por otra purina o los de
una pirimidina por otra, son sustituciones que se denominan transiciones. Cuando una base es
sustituida por otra de distinto tipo, entonces los cambios se llaman transversiones. Tanto las
transiciones como las transversiones son cambios de tipo cualitativo. Las adiciones producen
mutaciones por desplazamiento del marco de lectura (“frameshift”). Las macrolesiones

comprenden los cambios que afectan al nUmero o a la estructura de los cromosomas.

En la mayoria de los estudios citogenéticos, el andlisis cromosdémico se realiza en la metafase
mitotica. Clasicamente, las aberraciones cromosémicas comprenden cambios estructurales que

se clasifican segun el momento en que se originan durante el ciclo celular. Si nos referimos a



primera metafase (M1), los tipos de aberraciones normalmente observadas en la fase G1 son:
roturas cromosomicas, anillos, translocaciones, deleciones, dicéntricos y fragmentos acéntricos;
en la fase G2 son: roturas cromatidicas, cuadrirradiales, trirradiales y fragmentos; en la fase S

encontramos una mezcla de las aberraciones sefialadas.

La fase S es la méas sensible a la accion de los agentes genotoxicos, la fase G2 presenta una
sensibilidad moderada y la fase G1 y la mitosis son en general menos sensibles a los efectos
genotdxicos. Cuando el andlisis citogenético se lleva a cabo en M2 o M3, entonces los distintos
tipos de aberraciones aparecen mezclados y, por consiguiente, se pierde la relacion con cada

estadio celular.

De lo anteriormente sefialado se desprende que el conocimiento del ciclo celular es esencial,
sobre todo en el caso de las células de mamiferos que presentan distintos estadios bien
diferenciados. Este aspecto es de enorme importancia en la realizacion y evaluacion de diversos
ensayos utilizados en toxicologia genética, en particular de los que miden la sintesis de ADN fuera
de la fase S (unscheduled DNA synthesis, UDS), intercambios entre crométidas hermanas (SCE),
micronucleos (MN), y otras anomalias cromosémicas, tanto in vitro como in vivo (Preston et al.,
1981).

De las diferentes etapas de la mitosis, la metafase es la que se emplea normalmente en el analisis
citogenético para la evaluacion de reordenaciones y roturas cromosomicas. Se suele utilizar la
colchicina para detener las células en metafase y asi facilitar la observacion. La anafase también
se ha utlizado para detectar aberraciones cromosOmicas, pero las reorganizaciones
cromosomicas son mas dificiles de interpretar y, por lo tanto, el uso de esta fase es relativamente

poco frecuente.

Por lo que se refiere a los posibles efectos genotdxicos en las células germinales, el conocimiento
del proceso de la meiosis es de gran importancia, sobre todo cuando se llevan a cabo ensayos in
vivo como los utilizados para detectar la induccibn de mutaciones letales dominantes y de
translocaciones heredables. Es esencial conocer el tiempo necesario para que una dotacion
cromosOmica pase del estadio inicial de la meiosis (células gonadales) a la formacion de
espermatozoides y Ovulos maduros, listos para participar en el proceso reproductivo, ya que
actualmente se sabe que las exposiciones agudas a determinados agentes mutagénicos pueden

producir efectos especificos dependiendo del estadio de las células germinales.



Otro aspecto a sefalar es que, mientras que el esperma es producido y eliminado de manera
continua, las células germinales femeninas permanecen como oocitos primarios hasta antes de la
ovulacion. De esta manera, los gametos de hembras de los mamiferos pueden sufrir multiples
exposiciones in situ antes de ser liberados. En general, los oocitos suelen ser menos sensibles a
los efectos de los productos quimicos que los espermatozoides y resulta dificil poder discriminar
entre los efectos citotoxicos que dafian el proceso de la ovulacion y los efectos genéticos que

originan la falta de implantacion.

Las alteraciones estructurales dependen de la capacidad clastogénica de los agentes
genotdxicos, es decir de la capacidad de producir roturas. En general, la mayoria de mutdgenos
que originan mutaciones por sustitucion de bases o los que se intercalan produciendo mutaciones
por cambio de la pauta de lectura, no suelen ser clastogenos eficientes. En cambio, los agentes

quimicos alquilantes bi- y polifuncionales son tipicos clastégenos.

3.5.1.1. Tipos de mutaciones en la molécula de ADN

Existen cambios que pueden ocurrir de una manera espontanea, originando distintos tipos de
mutaciones. De acuerdo con un criterio morfolégico, ademas de las mutaciones puntuales
(transiciones y transversiones) pueden producirse dafios que afectan mas de una base como son
las deleciones, inserciones, o de expansion de repeticiones de tripletes. Desde un punto de vista

funcional, podemos distinguir las siguientes mutaciones:

a) Silenciosas. No se observa ningun efecto fenotipico. En general, corresponden a cambios de
bases en regiones no codificadoras que tampoco contienen secuencias reguladoras, por ejemplo

en ADN satélite, en minisatélite, en retrotransposones, etc.

b) De cambio de marco de lectura. En este caso se produce un cambio en el marco de lectura de
los tripletes, por la pérdida o la adicion de una o dos bases (o multiplos de dos). Dado que el
efecto de la delecion de una base puede ser compensado por la insercion de otra (y viceversa),

existen mutaciones que revierten parcialmente el efecto del cambio de pauta.

c) Sin sentido. Se deben al cambio de una base que hace que un triplete codificante se transforme

en uno sin sentido, que determina la interrupcion de la sintesis proteinica.

d) De cambio de sentido. Limitado a un triplete; son las sustituciones.



e) De elementos de control. Corresponden a mutaciones que afectan secuencias reguladoras,

tales como un promotor o un intensificador.

f) De expansion de repeticion de tripletes. Este tipo de mutacion ha sido reconocido en los ultimos

afios como un factor implicado en varias enfermedades hereditarias humanas (Bates et al., 1994).

En todos los tipos de mutaciones indicadas, el error en la secuencia de ADN debe ser
autorreproducible en cada division celular. De lo contrario, quedaria restringido a la célula en la
gue se produjo la alteracién, la cual podria ademas morir sin ninguna consecuencia negativa para
un organismo pluricelular. Las mutaciones pueden darse tanto en las células germinales como en
células no germinales o somaticas, con capacidad para formar clones. Estas mutaciones
somaticas cada vez son mas importantes en medicina, dado su papel en la génesis de una serie

de enfermedades.

3.5.1.2. Origen de las mutaciones espontaneas

Las mutaciones espontdneas se deben fundamentalmente a errores durante la replicacion del
ADN. Estas mutaciones pueden ser promovidas por la propia inestabilidad quimica de la molécula
de ADN. Asi, pueden ocurrir por el cambio espontaneo de una conformacion quimica de una base
(formas tautoméricas), por la pérdida de bases puricas (despurinizacion del ADN que se ve
influenciada por un pH bajo) y otros mecanismos, como pueden ser la movilizacion espontdnea de

elementos transponibles.

Ademas de los errores derivados de la replicacion, hay que tener en cuenta los errores en la
reparacion y en la incorporacién de bases modificadas que presenten propiedades ambiguas de
apareamiento. Ademas de la despurinizacién, anteriormente definida, existen como minimo tres
procesos enddgenos que también contribuyen de manera significativa a la mutagénesis
espontanea. Estos procesos son: la oxidacion, la metilacion y la desaminacion. Todos ellos estan
implicados en distintas vias mutacionales, algunas de ellas importantes en diversos desordenes

genéticos y cancer en humanos.

En las sustancias organicas, hay muchos compuestos que teniendo la misma composicion (o sea,
la misma férmula empirica), presentan propiedades fisicas y quimicas diferentes, que pueden ser

debidas a la presencia de grupos funcionales diferentes. Las tautdmeros de la timina y la guanina



son sus formas endlicas, mientras que los tautomeros de la adenina y la citosina son las formas
imino. La tautomeria, al cambiar la distribucion espacial de los electrones de las moléculas,
posibilita el apareamiento complementario entre bases distinto de la normal. Asi, la forma
tautomérica de T (T*) apareara con G; la de G (G*) con T; la de A (A*) con C, y la de C (C*) con A.
Estas formas tautoméricas raras pueden encontrarse en una proporcion aproximada de 1 en 10*
con respecto a la forma usual; y si se encuentran en el momento de la replicacion, se introduce un
cambio mutacional por substituciébn de bases. Los apareamientos incorrectos de isbmeros y

tautomeros dan lugar a transiciones y en algunos casos también a transversiones (Lewin 2000).

Los errores en la seleccion de los desoxirribonucleétidos (dNTP), en su incorporacion y en el
proceso de correccidon de pruebas “proof-reading”, también contribuyen a la mutacion. Las
reacciones de polimerizacion, en circunstancias de perturbacion, pueden incorporar bases
mediante mecanismos que no dependen de la buena formacion de puentes de hidrogeno. Se
pueden incorporar purinas en sitios apurinicos o apirimidinicos. A pesar de la carencia de puentes
de hidr6geno en estos sitios, los estudios mediante resonancia magnética nuclear (RMN) indican

que la configuracion de la molécula de ADN sigue siendo la forma biolégicamente activa (B).

Otros dos mecanismos estan también implicados en la mutacién espontanea: la supresion
intergénica y las mutaciones mutadoras y antimutadoras. La supresion intergénica consiste en la
restauracion de la funcién de un gen mutado mediante cambios en otro gen, llamado supresor.
Los genes supresores pueden restaurar la lectura correcta de las mutaciones sin sentido, con

sentido incorrecto y de cambio de la pauta de lectura.

Las mutaciones mutadoras y antimutadoras causan aumento o disminucion de la tasa global de
mutacion por célula, respectivamente. Normalmente se trata de mutaciones de la ADN
polimerasa, que no sélo afiade nucledtidos en el sentido 5'--3', sino que también actia como
exonucleasa en sentido 3'--5' corrigiendo. Las mutaciones pueden implicar cambios en la
capacidad correctora. En la actualidad se conocen mutantes antimutadores muy eficaces, que

presentan una elevada funcion correctora en relacion a la actividad polimerizadora.

3.5.1.3. Lesiones debidas a la accion de agentes fi  sicos y quimicos

Distintos agentes fisicos y quimicos son capaces de producir lesiones en el ADN y si estas
lesiones no son reparadas, convertirse en mutaciones. El primer agente mutagénico conocido

fueron los rayos X, se demostré que incrementaban la frecuencia de mutaciones en Drosophila



melanogaster, de diez a cien veces sobre la frecuencia de mutacion espontdnea. En seguida se
comprobd que todas las radiaciones ionizantes, como los rayos X, alfa, beta, gamma, etc., son
agentes mutagénicos en todos los organismos, desde los procariotas hasta el hombre. La
formacion de pares idnicos conduce a la produccion de radicales libres altamente reactivos,
pudiéndose generar transformaciones quimicas. Las radiaciones ionizantes son capaces de

inducir tanto mutaciones génicas como cromosémicas y en general su efecto es acumulativo.

La luz ultravioleta es una radiacion no ionizante que también produce mutaciones, siendo su
efecto més caracteristico la formacion de un dimero entre dos pirimidinas adyacentes. Esta
dimerizacion produce una distorsion local en la cadena afectada, de modo que al replicarse, la
ADN polimerasa se detiene, lo que tiene consecuencias letales al impedirse la replicacién, o se

puede originar una delecién en la cadena de nueva sintesis.

Por lo que respecta a los agentes quimicos, los primeros mutagenos quimicos que se
descubrieron fueron el gas mostaza y sus derivados. Otros mutagenos bien estudiados son los
analogos de base, que tienen diferentes propiedades de apareamiento que las bases a las que

pueden sustituir, y que también pueden sufrir cambios tautoméricos.

Existen numerosos agentes quimicos que son capaces de modificar los nucleétidos, ya sea
causando cambios tautoméricos, desaminaciones o afiadiendo radicales alquilicos como el metilo,
el etilo, etc., en las bases. Debido a estas modificaciones, se alteran las propiedades quimicas de
las bases y se producen cambios en los apareamientos. Los agentes intercalantes suelen ser
moléculas que tienen tres anillos planos de dimensiones similares a un par de bases, por lo que
tienen la capacidad de colocarse entre pares de bases consecutivas, desplazandolas ligeramente.
Debido a las distorsiones que se producen en las hebras, durante la replicacion se pueden

originar deleciones y adiciones.

Es importante sefialar que, independientemente del tipo de agente mutagénico de que se trate, las
mutaciones se producen al azar. Es decir, aunque un agente tenga un mecanismo de accion

determinado, el nucleétido afectado puede estar en cualquier posicion.



3.5.2 Ensayos para evaluar citotoxicidad, genotoxi  cidad y dafo al ADN .

3.5.2.1. Ensayo de FDA/BrEt para evaluar la citotoxicidad.

Dentro de los estudios realizados para la valoracion de la viabilidad celular se encuentra el
denominado ensayo de diacetato de fluoresceina y bromuro de etidio (FDA/BrEt.), el cual nos
permite evaluar el efecto citotoxico de los compuestos utilizados, mediante una tincién dual
FDA/BrEt (Diacetato de fluoresceina/bromuro de etidio), los cuales se emplean para evidenciar la
integridad nuclear de la célula y la actividad metabdlica de los lisosomas y mitocondrias. Las
células viables son capaces de metabolizar el FDA y adoptar el color verde fluorescente del
reactivo de FDA; mientras que las células no viables permiten el paso del BrEt a través de la

membrana nuclear, fijAndose a las cadenas de DNA y dando como resultado un color rojo.

Figura B.- Ensayo de viabilidad celular mediante FD  A/BrEt

3.5.2.2. Ensayo de micronucleos

El ensayo de micronucleos ha surgido como uno de los metodos preferidos para evaluar dafio
cromdsomico y genotoxicidad. Un micronucleo es un fragmento de material genético que se
separa del nucleo formando una estructura independiente observable a nivel microscoépico, el cual
mediante marcaje con sondas especificas se ha asociado a la perdida y rompimiento de

cromosomas.

Dado que los microndcleos sélo se observan después de que las células han completado la
divisibn nuclear, se desarrollo una técnica que facilita la observacion y deteccion de los
micronucleos; en ésta se bloquea la citocinesis (CBMN) al agregar un inhibidor del ensamblaje de

los microfilamentos lo que evita la sepacion citopldsmica de las células que se dividen, las cuales



son facilmente identificadas por su apariencia binucleada. El metodo es actualmente aplicado a
varios tipos de células para evaluacién de dafio genético en poblaciones, para la evaluacion de
sustancias quimicas con potencial genotoxico, en la prediccion de la radiosensisibilidad de

tumores y la variacion interindividual en radiosensibilidad (Fenech 2000).

El CBMN proporciona mediante criterios morfologicos sencillos mediciones de genotoxicidad y
citotoxicidad. También permite determinar rompimientos o pérdida de cromosomas, rearreglos

(puentes nucleoplasmicos), necrosis y apoptosis.
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Figura C.- Formacién de micronucleos. 1) Mecanismo propuesto por Fenech 2) Foto de una célula

binucleada con un microntcleo

3.5.2.2. Ensayo cometa o técnica de electroforesis  unicelular.

En 1988 se empez0 a utilizar ampliamente la técnica de electroforesis unicelular o ensayo cometa,
gue detecta el dafio a nivel de ADN. Esta técnica se ha utilizado en una gran variedad de células
de mamiferos tanto en estudios in vivo como in vitro detectando rompimientos en el ADN
inducidos por una gran variedad de agentes. También se utiliza para el biomonitoreo de
poblaciones humanas, como lo muestran los trabajos de genotoxicidad de pentadxido de vanadio
(Rojas et al, 1996), el de exposicidon a contaminantes en el aire de la ciudad de México (Valverde
et. al., 1997), asi como estudios en poblaciones susceptibles a dafios ocasionados por agentes
oxidantes, radiacion ionizante y radiacion ultra-violeta (Rojas et al, 1999). Ademas, su aplicacién
se extiende al analisis de productos biotecnoldgicos para el estudio de peces y gusanos terrestres
expuestos a contaminacion ambiental (Tice et. al., 1995).



El ensayo cometa es una técnica sensible para detectar rompimientos de cadena sencilla en el
DNA (por cada 10 daltones), evalua sitios alcali labiles o rompimientos de doble cadena en el DNA
dependiendo del pH; permite cuantificar la extensién del dafio al DNA en células individuales, lo
gue puede indicar un efecto a nivel de subpoblaciones celulares en el mismo individuo (Tice,
1995).

Una contribucion importante de la técnica en el campo de la toxicologia es la posibilidad de
aplicarla en estudios in vivo, puesto que se requiere de un pequefio numero de células y puede
emplearse en practicamente cualquier 6rgano o tejido, incluyendo sangre, médula, cerebro,
mucosa gastrointestinal, rifion, higado, pulmoén, mucosa nasal, ovarios, piel, bazo y testiculo (Tice,
1995).
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Figura D.- Tipos de dafio observados al microscopia mediante el ensayo cometa o técnica de
electroforesis unicelular



3.6 TOXICOGENOMICA

El conocimiento de la secuencia del genoma humano ha dado lugar al surgimiento de diferentes
disciplinas integrales, una de ellas se denomina toxicogenémica, la cual esta elucidando y
relacionando los componentes hereditarios con la toxicologia de farmacos y xenobioticos,
proveyendo asi las bases cientificas para optimizar la terapéutica en funcién de la constitucion
genética de cada paciente minimizando el riesgo de toxicidad. Las diferentes respuestas en la
eficacia y toxicidad de diversos xenobidticos y medicamentos se deben en gran parte a
polimorfismos genéticos de las enzimas que metabolizan los diversos farmacos. Entre estas, una
de las enzimas mas estudiada es la producida por el gen CYP2D6, el cual codifica para una
enzima perteneciente al citocromo P450. CYP2D6 se encarga de metabolizar alrededor del 20 %
de los farmacos mas utilizados en la terapéutica y el gen que la codifica presenta mas de 70
diferentes polimorfismos, algunos inclusive especificos de raza o de ciertas poblaciones. Los
conocimientos que se han adquirido acerca de CYP2D6, permiten entender la variabilidad en la
respuesta a los tratamientos con antiarritmicos, antidepresivos, analgésicos, antipsicoticos,

anticonvulsivos y antihistaminicos (Ingelman-Sundberg 2005).

La heterogeneidad en la respuesta de los pacientes a los medicamentos tiene impacto en la
eficacia del tratamiento, en los efectos colaterales y en la toxicidad. Como causas potenciales de
la respuesta individual, se han considerado diferentes factores entre los que cabe mencionar: la
edad, el sexo, el estado nutricional, las funciones renal y hepéatica, la patogénesis y severidad de
las enfermedades, asi como las interacciones con otros farmacos y enfermedades concomitantes.
La revolucion en el conocimiento del genoma humano estd demostrando que las diferencias
heredadas en los genes involucrados en la farmacocinética y farmacodinamica de los farmacos,
tienen una influencia determinante en la eficacia y toxicidad de los mismos. Lo que se esta
poniendo en evidencia es que asi como tenemos un juego Unico de huellas digitales, cada uno de
nosotros tiene una combinacién Unica de genes que nos hace resistentes o sensibles a los efectos
de los medicamentos y a otros factores quimicos, fisicos y biolégicos a los que estamos
expuestos. Los polimorfismos en los genes que codifican para las enzimas encargadas del
metabolismo, transporte, recepcidén y apertura de canales idnicos pueden alterar la eficacia del
tratamiento en determinado individuo o afectar el riesgo de que se presente una reaccion adversa

a cierto grupo de medicamentos.

Aproximadamente el 40 % del metabolismo en el organismo es llevado a cabo por el citocromo
P450. Los genes que sintetizan las enzimas que forman parte del citocromo P450 contienen

variaciones en las secuencias en el ADN, conocidos como polimorfismos, los cuales pueden



causar inactivacion parcial o total de la actividad enzimatica, con efectos cuantitativos y

cualitativos en el metabolismo de los mismos.

3.7 CITOCROMO P450

En los ultimos afios el CYP450 ha sido ampliamente investigado Es curioso y paraddjico que no
sea en término estricto un citocromo, ni una entidad sencilla, sino una vasta familia de enzimas
hemotiolato con propiedades oxido reductoras conocidas como monoxigenasas, debido a su
habilidad para activar el oxigeno molecular en especies de oxigeno altamente reactivas (ROS), y
entonces incorporar el oxigeno a una amplia variedad de sustratos. Estas enzimas estan

ampliamente distribuidas en los cinco reinos (Lewis 2000, Nebert et.al 1989).

En 1989 se propuso una forma sistemética de nombrar a los integrantes de la familia de P450.
Usando el simbolo CYP como abreviatura de citocromo P450, el cual se escribe en italicas
cuando se refiere al gen (CYP) y en letra normal cuando es la proteina (CYP), posteriormente se
le agrega un numero que corresponde a la familia, donde de manera general se asume que entre
familias la identidad y homologia estructural debe ser menor o igual al 40%, después se coloca
una letra que corresponde a la subfamilia y en subfamilias esta homologia debe ser superior al 40
%, posteriormente se agrega un numero que corresponde a la isoenzima, y por ultimo un asterisco
seguido de un namero que nos describe la variedad alélica (Nebert 1989). Aunque este sistema

fue inicialmente arbitrario se ha adaptado satisfactoriamente a la mayoria de los casos.

El nimero de genes P450 conocidos son subdivididos en 15 familias en mamiferos, 30 familias en
plantas, 50 familias en bacterias, 16 familias en hongos, 7 familias en insectos, 2 familias en

moluscos y 12 familias en nematodos (Lewis 2001).

Los sustratos y reacciones de las enzimas que forman parte del CYP450 son muy variados,
metabolizan: 1.- substratos endogenos, introduciendo cambios oxidativos, peroxidativos y
reductivos en moléculas pequefias de una gran diversidad, como por ejemplo: los &acidos grasos,
los esteroides, las vitaminas y los &cidos biliares. 2.- substratos exdégenos como son los
medicamentos, contaminantes ambientales y productos naturales. Se considera que la mayoria de
los xenobidticos son eliminados por el proceso metabdlico llevado a cabo por el CYP450, sin
embargo el proceso también puede generar metabolitos toxicos que contribuyen a incrementar los
efectos toxicos y el riesgo de patologias como el cancer y los defectos al nacimiento (Lewis 2001,
Nebert et, al., 2002).



Los humanos contamos con 57 genes de P450 pero s6lo media docena son los responsables del
metabolismo de la mayoria de sustancias que ingresan al organismo (Nelson et. al., 1996). Un
estudio del metabolismo de 315 farmacos revel6 que 56% de ellos fueron metabolizados mediante
el citocromo-P450, siendo los mas importantes: CYP3A4 (50%), CYP2D6 (20%), CYP2C9 (15%).
El porcentaje restante se lleva a cabo por CYP2E1, CYP2A6 y CYP1A2 (Bertz et. al., 1997).

Los genes en la superfamilia de P450 son altamente polimorficos produciendo una
heterogeneidad farmacogenética entre individuos, dando origen a metabolizadores lentos,
intermedios, rapidos y ultrarrapidos. Alelos diferentes de uno o varios citocromos pueden ser
causantes de que un medicamento no sea efectivo, de efectos toxicos y ocasionalmente que
cause la muerte. Algunos fenotipos que confieren un metabolismo muy efectivo se han asociado
con un aumento en el riesgo de ciertos tipos de cancer o de efectos toxicos. Mutaciones en los
genes del CYP450 son causantes de patologias hereditarias como son la hipercolesterolemia, la
hiperplasia adrenal lipoide, la ginecomastia en hombres jévenes y la virilizacion en mujeres
(Nebert et. al., 2002).

No obstante que el higado es el érgano que tiene principalmente la funcion de metabolizar
xenobibticos, otros érganos han mostrado que pueden metabolizar algunas substancias, dentro
de ellos se encuentran el pulmén, el rifidn y el cerebro. Las enzimas de p450 han sido
caracterizadas en varios tipos de células, incluyendo las de sangre periférica, donde el linfocito
exhibié el mayor numero de enzimas p450 (CYP) con respecto a las otras células sanguineas
(Raucy et al. 1999). En el linfocito se han detectado CYP1Al, CYP1B1, CYP2E1l, CYP2D6 y
CYP3AS5. Aunque la presencia de estos CYP sugiere actividad enzimatica, pocas han sido las
substancias cuyo metabolismo ha sido evaluado en los linfocitos (Raucy et al. 1999). En el caso
del CYP2D6 se ha detectado la expresiéon de ARNm en linfocitos y se propone que correlaciona

con la actividad enzimatica para la hidroxilacién de debrisoquina (Carcillo et al. 1996).

3.7.1 CITOCROMO P450 2D6

El CYP2D6 interviene en el metabolismo de un 20% de los medicamentos utilizados. Basicamente
hidroxila alrededor de 75 farmacos que se prescriben comercialmente (tabla B). También esta
involucrado en el metabolismo de contaminantes laborales y ambientales o ingeridos en la dieta.
El gen CYP2D6 se localiza en el cromosoma 22 (Gonzalez et. al., 1988, Eichelbaum et. al., 1987)
en la posicién 22q13.1 (Gough et. al., 1993). La proteina se expresa en varios tejidos incluyendo

higado, rifién, cerebro, placenta, mama y pulmoén (Niznik et. al., 1990, Romkes et. al., 1994,



Carcillo et. al., 1996, Hakkola et. al., 1996, Guidice et. al., 1997, Huang et. al., 1997). Se considera
que la clonacion y caracterizacion del CYP2D6 (Gonzalez et. al., 1988) fue un logro clave que di6

inicio a la farmacogénetica molecular.

El locus donde se localiza el gen silvestre de CYP2D6 en seres humanos esta constituido por tres
genes altamente homologos, CYP2D8P, CYP2D7P y CYP2D6, los cuales se localizan en
orientacion (5’ — 3’) en regién contigua (Kimura et.al, 1989, Heim et.al., 1992). Los genes CYP2D
constan de nueve exones y ocho intrones. El gen CYP2D8P es un pseudogen que contiene
multiples deleciones e inserciones que causan efectos en la transcripcién y posiblemente en la
traduccion no existiendo produccion de la enzima, el principal es una disrupcion del marco de
lectura (Kimura et.al, 1989, Heim et.al., 1992). El gen CYP2D7P es mas similar al gen CYP2D6
que al CYP2D8P y su secuencia codificante indica s6lo una mutacion inactivante sencilla, una
insercion de T226 en el primer exon. Sin embargo ningun producto de RNA mensajero se detectd
en higado de ocho individuos, lo que indicé que se trataba también de un pseudogen. Otros
trabajos confirmaron esta mutacion en T226 (Heim et.al., 1992, Hanioka et. Al., 1990, Johansson
et.al 1994). En contraste en ratas seis isoformas han sido identificados para este gen (Kawashima
et.al., 1995. Nelson et.al., 1996, Hiroi et.al., 2002).

TABLA B
Quinidina, disopiramida, procainamida, mexiletina, encainida,
Antiarritmicos fecainida, propafenona.
Antidepresivos Bupropion, maprotiline, trazodona, amitriptilina, amoxapina,

clomipramina, desipramina, doxepin, imipramina, nortriptalina,
protriptilina, trimipramina, fluoxetina, nefazodona, paroxetina,
sertralina, venlafaxina.

Analgésicos Codeina, hidrocodona, dihidrocodeina, propoxifeno, tramadol.

Antipsicoticos Proclorperazina, prometacina,clorpromacina, tioridazina,
risperidona, haloperidol.

Anticonvulsivos Carbamazepina, fenitoina, gabapentina.
Antihistaminicos Loratadina.

Antihipertensivos Metoprolol, pindolol, propanolol, timolol, debrisoquina.
Estimulantes Metanfetamina, anfetamina.

Otros Cimetidina, metoclopramida, dextrometorfano, capsaicina.




El descubrimiento de los polimorfismos de CYP2D6 se describe como un evento de serendipia
cuando un individuo al tomar una dosis de prueba de debrisoquina (el cual es un farmaco
blogueador adrenérgico usado para el tratamiento de la hipertension), sufri6 un colapso con
hipotension vascular. Estudios en este individuo demostraron que los efectos observados se
debian a que era un metabolizador deficiente que tenia un polimorfismo en el gen CYP2D6 que
producia una enzima defectuosa en la hidroxilacion y como consecuencia el metabolismo lento de
la debrisoquina (Mahgoub et. al., 1977). Se ha demostrado una amplia variacion individual en la
respuesta hipotensora a este farmaco, asi como una mayor sensibilidad a los efectos
antihipertensivos de la debrisoquina como consecuencia del metabolismo lento (ldle et. al., 1978).
Para evaluar el tipo de metabolismo se utilizé la relacion de debrisoquina y 4-hidroxidebrisoquina
presente en la orina después de la ingesta de una dosis oral Unica de 10 mg de debrisoquina.
Dicha relacion en la poblacion estudiada se distribuyd6 como dos campanas sobrelapadas y
aproximadamente el 3% de los individuos resultaron no metabolizadores (Dahl et. al., 1995).
Estudios posteriores demostraron que los metabolizadores lentos tienen cantidades disminuidas
del citocromo P450 tipo 2D6 (Skoda et. al., 1988, Evans et. al., 1990).

Algunos individuos pueden metabolizar la debrisoquina muy rédpidamente, resultando en
concentraciones plasmaticas subterapéuticas del farmaco a dosis normales. Este metabolismo
denominado ultrarrdpido, se debe a la amplificacion de hasta 12 veces del gen CYP2D6
(Johansson et. al., 1993, Bertilsson et. al., 1993).

3.7.1.1. VARIEDADES ALELICAS

Los primeros estudios que aportaron evidencias sobre las variaciones alélicas del gen CYP2D6
utilizaron 20 enzimas de restriccion para identificar los polimorfismos asociados al gen en
individuos que tenian el fenotipo de metabolizadores lentos y rapidos (Skoda et. al., 1988), lo que
permitié la asociacién de algunos polimorfismos con el fenotipo de metabolizadores lentos (Evans
et. al., 1980). Otros estudios fueron aportando otros polimorfismos que explicaban el fenotipo de
los metabolizadores lentos (Gaedigk et. al., 1991, Hanioka et. al., 1990, Kagimoto et. al., 1990,
Gough et. al., 1990, Saxena et. al., 1994). Mediante la valoracioén del genotipo en el ADN se han
determinado los polimorfismos en CYP2D6 (Daly et. al., 1996), el tipo de base nitrogenada que se
modifica, su sitio en el ADN y el efecto que tiene en la actividad enzimética. Se han descrito mas

de 70 polimorfismos (http://www.imm.ki.se/cypalleles), el mas reciente en el 2003 es el




CYP2D6*44, que presenta un defecto en el rearreglo alternativo del exon, produciendo una

enzima que no es funcional (Yamazaki et. al., 2003).

3.7.1.2. VARIABILIDAD POBLACIONAL

Se ha estimado que la frecuencia del fenotipo de metabolizadores lentos es cerca del 9% en el
Reino Unido (Evans et. al., 1980, Armstrong et. al., 1994), pero varia ampliamente entre grupos
étnicos, siendo cerca del 1% en arabes y 30 % en chinos de Hong Kong (Kalow et. al., 1982). Se
ha encontrado que los sujetos chinos tienen por lo menos dos veces mayor sensibilidad a los
efectos de los beta bloqueadores tales como el propanolol en comparaciéon con los caucasicos
(Zhou et. al., 1989).

En términos de evolucion y en contraste con lo sucedido en roedores, en la evolucion humana tres
genes en el locus han sido eliminados y dos han sido inactivados (CYP2D7P y CYP2D8P)
(Gonzalez et. al., 1990, Kimura et. al., 1989). Un caso peculiar es el detectado en Etiopia, en
donde se han encontrado alelos conteniendo multiples copias (Aklillu et. al., 1996), lo que indica
de acuerdo a los investigadores que lo reportaron, que la poblacion recientemente ha sido
expuesta a una presion de seleccion, quizas de origen alimenticio (Ingelman-Sundberg et. al.,
1999).

Se ha reportado la existencia de varios polimorfismos en el citocromo CYP2D6 (Tribut et al. 2002,
Ingelman-Sundberg et al. 1999). Por lo menos cinco variantes alélicas han demostrado tener
consecuencias para la funcibn enziméatica de la CYP2D6, ademas de una frecuencia de
distribucion diversa en la poblacion humana. Por ejemplo la variante alelica CYP2D6*4 produce
una enzima inactiva, la CYP2D6*5 no produce la enzima, la CYP2D6*10 produce una enzima muy
inestable, la CYP2D6*17 tiene una afinidad reducida por los sustratos y la CYP2D6*2xN presenta

una duplicacién o multiplicacion del gen lo que conduce a una actividad enzimatica alta.

Se han descrito mas de 70 polimorfismos y la distribucion relativa de variantes alélicas para el

CYP2D6 difiere marcadamente entre grupos étnicos como lo muestra la siguiente figura:



nomere sisTEMATICO] 1 [ 2A[ 2B 9 J10aJ10B] 17 3 J4AJ 48] 5 JeAa]eB ] 7 [ 8 [ 11 ] 12]
Nomere TRIVIAL| W | L ] [ c ] 3 ]cn] Al D[] T] [ElGc] FIH]
EXON| POSICION | MUTACION | AA EFECTO
ADN
1 31 G*A 11 V*M A
1 100 C*T 34 P*S A A A A
1 124 G*A 42 G*R F
2 883 G*C DEFECTO DE SPLICING] F
2 974 C*A 91 L*M A A
2 984 A*G 94 H*R A A
2 997 C*G SILENCIOSA S S
2 1023 C*T 107, T*I F
2 1039 C*T SILENCIOSA S
3 1661 G*C SILENCIOSA S S S S S S S
3 1707 DELT MARCO DE LECTURA F F
3 1758 G*T CODON DE PARO F
4 1846 G*A DEFECTO DE SPLICING| F F
4 1976 G*A 212 G*E A
5 2549 DEL A MARCO DE LECTURA F
5 2613-15 DEL 281| L 281DELETADD A
6 2850 C*T 296 R*C A A F A A
6 2935 A*C 324 H*P F
9 4180 G*C 486 S*T A A A A A A A A A
A=CAMBIO DE AMINOACIDO ACTIVIDAD ENZIMATICA NORMAL REDUCIDA AUSENTE
S= MUTACION SILENCIOSA
F=CAMBIO DE ACTIVITIDAD (FUNCION) [Muct] 1 J2aT2B] 9o 10 Ja17] 3] 4 5] 6 [ 7] s8J1]12]
CAUCASICOS 1 [3a]28] 5] 2 2 o] 1 17 5 15 [« <«
ASIATICOS 2 23 20 51 6
CHINOS 1 23 20 50 1
JAPONESES 0 42 12 33 13
KOREANOS 2 33 24 36 5
AFRICANOS 2 4 6 2
ETIOPIA 13 10 6 1.3 3
ZIMBABWE 34 1.8 4
AFROAMERICANOS | 2 6 34| 2 9 6
NGAWBE * 17
MEXICOAMERICANOS 1 23 7 1 1 10 2

Figura E.- Principales polimorfismos de CYP2D6, pos icidn en el gen, efecto en la proteina y
actividad enzimética. Parte inferior se tabula la fr  ecuencia poblacional para las principales
variedades alelicas.

3.7.1.3. IMPORTANCIA CLINICA

Ejemplos del impacto terapéutico que tienen los polimorfismos de CYP2D6 son la resistencia 6
presencia de efectos adversos producto de polimorfismos en el tratamiento de pacientes
deprimidos con nortriptilina (Dalen et. al., 1998) y la resistencia a los efectos analgésicos de la
codeina (Tyndale et. al., 1997). La mayoria de los pacientes deprimidos tratados con nortriptilina
(90%) requieren una dosis de 75-150 mg/dia para alcanzar la concentracion plasmatica
terapéutica de 200-600 nmol/L. Los metabolizadores lentos requirieron una dosis de solo 10-20
mg/dia para alcanzar el mismo nivel plasmatico. Si estos metabolizadores lentos son tratados con
las dosis recomendadas de 75-150 mg/dia presentan efectos cardiotoxicos por dosis excesivas.
En caso contrario los metabolizadores rapidos presentan resistencia al farmaco debido a que no
se alcanzan las concentraciones plasmaticas necesarias. Por lo que en general, cuando no se
conoce ni el fenotipo ni el genotipo del paciente, el psiquiatra sobredosifica a los metabolizadores
lentos, los cuales presentaran efectos adversos e inclusive tendrdn un alto riesgo de toxicidad

mientras que los metabolizadores ultrarrapidos recibiran dosis menores y continuaran con otros



tratamientos por prueba y error, mientras que el paciente sigue sufriendo de depresion (Tyndale
et. al., 1997).

Se ha encontrado que entre los pacientes tratados con medicamentos antidepresivos triciclicos se
encuentran dos tipos de pacientes que pueden presentar problemas clinicos. Los metabolizadores
lentos presentan concentraciones plasméticas incrementadas cuando son tratados con las dosis
recomendadas. El otro grupo son los ultrarrdpidos que presentaran un fracaso terapéutico porque
las dosis seran demasiado pequefias. Se estima que 5-20% de los pacientes pueden pertenecer a
los grupos de riesgo dependiendo del grupo étnico al que pertenecen. Los efectos adversos
ocurren mas frecuentemente en los metabolizadores lentos y pueden ser mal interpretados y

recibir errbneamente incrementos en la dosis.

El segundo ejemplo se refiere al uso de codeina como un potente analgésico, ya que es
metabolizada por CYP2D6 a morfina, sin embargo los metabolizadores lentos no obtienen
analgesia (Dalen et.al., 1997), mientras que los metabolizadores ultrarrapidos pueden tener
respuestas exageradas al medicamento. Los primeros presentan una deleciéon del gen, que
también se ha encontrado que puede ser una de las causantes de la adiccion a drogas opiaceas

como la heroina (Tyndale et. al., 1997).

Se ha demostrado que CYP2D6 tiene un amplio rango de actividad en la poblacion humana, con
indices de variacion en el metabolismo entre individuos que puede diferir en orden de hasta
10,000 veces (Kroemer et. al., 1995, Nebert 1997, Sachse et. al., 1997, West et. al., 1997). Esta
variacion permite vislumbrar la dificultad que conlleva el predecir la dosis, seguridad y eficacia de
cada uno de los farmacos metabolizados por CYP2D6. Es por ello que al establecer las relaciones
entre el genotipo (variedades alélicas) y el fenotipo (clasificacién de los metabolizadores), es
posible con una muestra de ADN determinar la variedad alélica de CYP2D6 y asignar asi el

tratamiento mas apropiado para el paciente (Eichelbaum et. al., 2001).

Reportes en estudios realizados en ratas y en ratones indican que las anfetaminas son
metabolizadas por el CYP2D6 (Law et al. 2000, Kreth et al. 2000, Lin et al 1997). También las
evaluaciones realizadas en sistemas in vitro con microsomas hepaticos o levaduras transgénicas

sefialan al mismo citdcromo (Wu et al. 1997).



3.5 EL CICLO CELULAR

Para asegurar la integridad de la célula y de su material genético, los eventos que ocurren durante
el ciclo celular deben de seguir una secuencia definida, donde el término de ciertos eventos debe
preceder al comienzo de otros. Dentro del ciclo celular existen una serie de fases de vigilancia o
control para asegurar que el orden y el tiempo de los eventos sea el correcto (Johnson et al.,
1999). Estos puntos de vigilancia estan representados por cascadas de sefiales que involucran
sensores, transmisores y efectores que se activan al presentarse en las células situaciones
anormales dentro de la progresion del ciclo, como serian errores en los procesos de replicacion, la
falta de nutrientes o el dafio al material genético entre otros. Dentro del ciclo celular encontramos
diversos puntos de control como los que estan en la transicion de G1 a S, durante la fase de
sintesis, en la fase G2 o controlando la segregacién de los cromosomas durante la mitosis (Zhou
et al., 2001).

Fase M:

Ocurre la mitosis
Fase G2: (@)
Sintesis de proteinas, la N~
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B el G genes y sintesis
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Figura F. Diagrama del ciclo celular en los organis ~ mos eucariontes. Se muestran las cuatro fases del
ciclo: G1, S, G2 Y M.



3.8.1. La proliferacion celular.

El proceso de la proliferacion celular es la culminacién de una serie de eventos que permiten que
una célula se divida, como resultado de la citocinesis, en dos células progenitoras que tendran la
misma informacion genética que la original. En conjunto, estos eventos estrictamente regulados
son lo que conocemos como ciclo celular. La pérdida del control del ciclo celular puede
desencadenar ya sea la muerte de la célula o bien, la proliferacion desregulada de las células lo
cual es propio del estado canceroso. Hoy se acepta que una de las caracteristicas basicas de las
células cancerosas es la pérdida de la capacidad de controlar su crecimiento y division, las células
malignas se dividen cuando y donde no deberian hacerlo, siendo el resultado de su proliferacion

desorganizada la formacion de un tumor (Evan et. al., 2001).

3.8.2. El control del ciclo celular.

El ciclo de las células eucariontas es dividido en cuatro fases: G1, S, G2 Y M (Figura F). La fase S
es el periodo de sintesis del DNA, durante el cual a partir de una cadena se origina una segunda
copia de la misma. En la fase M o de mitosis las dos copias de DNA ya como cromosomas
condensados se segregan y la célula se divide en dos células hijas genéticamente iguales. El
tiempo que transcurre entre una mitosis y otra se denomina periodo de interfase. Los periodos G1
y G2 son espacios temporales de preparacion previos a la duplicacién del DNA y a la division

celular respectivamente.

Existe ademas un estado de "reposo" (o latente) de las células que no se encuentran en
proliferacion denominado Go, en el cual el metabolismo principal de la célula esta disminuido,
incluyendo muchos de los procesos usualmente activos como el de transcripcion y el de sintesis
de proteinas. "In vivo", la mayoria de las células de los mamiferos estdn en Go (Ford et. al.,
1999). La falta de factores de crecimiento puede causar la salida de las células del ciclo y su
entrada a Go, la estimulacion con factores de crecimiento a su vez, puede inducir nuevamente la

entrada al estado de proliferacion (Weinstein et. al., 1997).

La maquinaria que controla el ciclo celular en los eucariontes estd compuesta de complejos multi-
proteicos formados por una subunidad catalitica cdk (por cinasa dependiente de ciclina) y una
subunidad reguladora denominada ciclina que son activados siguiendo un orden especifico y

desencadenando eventos tales como la replicacion del ADN, la formacion del huso mitético y la



segregacion de los cromosomas. En humanos se han identificado 9 unidades cdk y 11 ciclinas,
gue potencialmente conforman 13 complejos cinasas activos (Johnson et. al., 1999, Morgan
1997). En células normales la mayoria de estas enzimas estan especificamente relacionadas con
las distintas fases del ciclo celular; hay complejos enzimaticos para las fases G1, S Y G2/M,
donde cada uno de éstos realiza diferentes funciones durante la progresion del ciclo celular
(Johnson 1999).

En una panoramica general, la activacién de las cdk permite que estas enzimas fosforilen y
modulen la actividad de una gran variedad de proteinas celulares que incluyen proteinas
supresoras de tumores (por ejemplo RB y P53), factores de transcripcion (por ejemplo E2F-DPl y
la RNA pol lll), factores de replicacién (por ejemplo DNA pol a y RP A), asi como factores de
organizacion de estructuras celulares y de la cromatina (por ejemplo histona HI, lamina A, MAP4).
La actividad cinasa de las cdk estd regulada a través de la coordinacion de diferentes
mecanismos, entre los cuales destacan: la transcripcion y traduccion dependiente del ciclo celular,
la proteodlisis dependiente del ciclo celular, la localizacién celular, las modificaciones post-
traduccionales y la interaccion de los complejos cdk-ciclinas con proteinas inhibidoras de las cdk

conocidas como CKI por sus siglas en inglés.

Para asegurar la integridad de la célula y de su material genético, los eventos que ocurren durante
el ciclo celular deben de seguir una secuencia definida, donde el término de ciertos eventos debe
preceder al comienzo de otros. Por ejemplo, la replicacién del ADN debe completarse antes de

gue la mitosis inicie para asegurar que ambas células reciban una copia completa del genoma.

Dentro del ciclo celular existen una serie de fases de vigilancia o control (conocidos en inglés
como “checkpoints”) para asegurar que el orden y el tiempo de los eventos sea el correcto
(Jonhson et. al., 1999; Lowndes et. al., 2000). Estos puntos de vigilancia estan representados por
cascadas de sefales que involucran sensores, transmisores y efectores que se activan al
presentarse en las células situaciones anormales dentro de la progresion del ciclo, como serian
errores en los procesos de la replicacién, la falta de nutrientes o el dafio al material genético entre
otros. Por lo cual dentro del ciclo celular encontramos diversos puntos de control como los que
estan en la transicién de G1 a S, durante la fase de sintesis, en la fase G2 o monitorizando la
segregacion de los cromosomas durante la mitosis (Zhou et. al., 2001). La activacion de estas
fases de control tiene como resultado la inhibicion o el retraso de la progresion del ciclo celular
para permitir la eleccion entre distintas sefiales que llevan a la citocinesis, diferenciacion, entrada

a la fase de reposo o latencia, o detener el ciclo hasta que las anormalidades generadas sean



reparadas correctamente o bien a la eliminacion de las células dafiadas a través de la activacion

de mecanismos de muerte celular (Lowndes et. al., 2000).
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Figura G.- Panorama general de la maquinaria que co  ntrola el ciclo celular y sus efectos

La transicion de GO a G1. El control de la proliferacion celular en los eucariontes se realiza
primero, en la transicion de la fase GO al estado en divisién activa por los mecanismos de
transduccion de sefales a través de los factores de crecimiento y segundo, en dos etapas de
control dentro del ciclo celular de las células en division: uno en la fase G1 tardia que dirige la

entrada a la fase S y otro en G2 tardia que regula el inicio de la mitosis.

3.9 APOPTOSIS

La apoptosis se define como la destruccion programada de una célula y es un proceso complejo.
La decision de muerte celular no es un proceso tomado a la ligera. Los organismos multicelulares

frecuentemente necesitan deshacerse de células que estan en exceso, dafladas o que son



potencialmente peligrosas. Para este fin existe un programa activo a nivel molecular. Este proceso
permite al organismo controlar el nimero de células y el tamafio del tejido ademas de

autoprotegerse de células que amenacen la homeostasis (Hengartner 2000).

Descubierta por bidlogos del desarrollo y citbélogos, la muerte celular programada adquirié un
namero de nombres en los dos siglos anteriores (Vaux et.al., 1999). El término finalmente
adoptado es apoptosis acufiado por Currie y colegas en 1972 para describir un tipo comun de
muerte celular programada que los autores de manera cotidiana observaban en varios téjidos y
tipos de células. Los autores notaron que las células en este proceso compartian muchas
caracteristicas morfolégicas, las cuales fueron distintas de las caracteristicas observadas en
células que presentaban muerte celular necrética o patologica y ellos sugirieron que estas
caracteristicas morfolégicas compartidas quizas eran el resultado de un programa de muerte

celular enddgena, evolutivamente conservado y coman.

La apoptosis es un conjunto de reacciones bioquimicas que ocurren en las células de un
organismo pluricelular, encaminadas a producir la muerte de la célula de manera controlada, a
diferencia de la necrosis. El organismo utiliza la apoptosis en dos procesos: como parte del
desarrollo de estructuras corporales o bien para eliminar células que supongan una amenaza para
la integridad del organismo. Se caracteriza por hipereosinofilia y retraccion citoplasmatica
desencadenada por sefiales celulares controladas genéticamente. Estas sefiales pueden

originarse en la célula misma o de la interaccion con otras células (Hengartner 2000).

La apoptosis es un fendbmeno biolégico fundamental, permanente, dinamico e interactivo. Existen
mecanismos pro- o anti-apoptéticos, regulados genéticamente, que actian de forma activa y
equilibrada. Como funcion necesaria para evitar la sobreproduccién celular se sospechaba de su
existencia, pero como es un proceso ordenado y "silencioso" que no produce reaccion tisular ha
sido dificil de captar. En 1972, Kerr y col., estudiando organelos en células neoplasicas,
detectaron que muchas células desaparecian en los cultivos. Esto llevé al estudio de imagenes
cinematicas que mostraron mediante microscopia electronica las alteraciones que sufre la célula

en un proceso que es de corta duracion, durando en tales cultivos menos de una hora.

La apoptosis puede estar frenada, en equilibrio o estimulada. Por ejemplo, esta frenada durante el
desarrollo de espermatogonias, en las criptas de las glandulas intestinales (que es un epitelio de
crecimiento rapido) y durante la lactancia en su periodo preparatorio, en que el tejido mamario
aumenta su masa celular. Esta en equilibrio respecto de la mitosis en los tejidos adultos sanos. Es

muy significativo su rol homeostético en la médula 6sea, donde debe destruir de manera



constante la mitad de una inmensa cantidad de células que sélo en leucocitos significa 5 x 10
cada 24 hrs. Esta estimulada cuando existen células envejecidas, mutadas, neoplasicas 0 no
neoplasicas, alteradas por toxicos y las que estan en proceso de metamorfosis o atresia. Se ha
estudiado esta condicion en neutréfilos envejecidos, en megacariocitos con citoplasma agotado
por produccion excesiva de plaquetas, en la atresia folicular del ovario, en foliculos pilosos en

evolucion y en la mama durante la involucién post-lactancia.

Dos formas de muerte celular son habituales en el organismo: necrosis y apoptosis. Las
caracteristicas morfolégicas de ambas permiten, en la mayoria de los tejidos, establecer claras
diferencias. A diferencia de la apoptosis, la necrosis es una forma de muerte celular que resulta de
un proceso pasivo, accidental y que es consecuencia de la destruccion progresiva de la estructura
con alteracion definitiva de la funcion normal en un dafio irreversible. Este dafio esta
desencadenado por cambios ambientales como la isquemia, temperaturas extremas y
traumatismos mecéanicos. En la apoptosis el proceso afecta a determinadas células, no
necesariamente contiguas, y no a todas en un area tisular. La membrana celular no se destruye,
lo que impide el escape al espacio extracelular de su contenido resultando un proceso "silencioso”
sin inflamacién. En el citoplasma se produce granulacion fina, con conservacién de algunos
organulos, en especial las mitocondrias que tienen un rol interactivo importante. A nivel nuclear la
cromatina se condensa agrupada en varios sectores formando cuerpos apoptoéticos. La membrana
celular se recoge sobre las eminencias globuliformes que forman los elementos deteriorados del
citoplasma y nucleo. Finalmente, los fagocitos captan la célula en su totalidad impidiendo que se
produzca alarma en el resto del tejido. Se ha demostrado, al menos en tejidos epiteliales, que si
algo de material apoptético escapa a la accion de los fagocitos es captado por células vecinas. La
participacion de células vecinas en este proceso se manifiesta ademas por la capacidad de éstas
de enviar sefiales moleculares a la célula que debe morir como mecanismo complementario al
que desarrolla la célula misma cuando se determina molecularmente su autodestruccion. El
proceso de apoptosis dura entre 30 y 60 minutos en células en cultivo. Uno de los mas lentos se
produce en células hepéticas que emplea como promedio 3 horas. El estudio e identificacion
especifico de cuerpos apoptoéticos se ha logrado con tinciones derivadas de la uridina (TUNEL en
que la U corresponde a uridina). Sin embargo, en algunas células como las neuronas, la uridina
tifie también tejidos necroticos perdiendo la especificidad. En tales casos se recurre a anticuerpos
monoclonales capaces de reconocer fragmentos de ADN integrados en los cuerpos apoptéticos.
La imagen que da la apoptosis al microscopio electronico se caracteriza por la presencia de
fragmentos de cromatina agrupados en conglomerados globuliformes, la granulacion fina del
contenido citoplasmético, la persistencia de algunos organulos hasta el final del proceso, como las

mitocondrias, y la integridad de la membrana celular.



3.9.2. Relacion de la apoptosis con el ciclo celula  r

Dado que la apoptosis actia como oponente a la mitosis, es muy importante su relacion con el
ciclo celular. La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G1 para impedir que una célula
dafada ingrese a la fase de sintesis de manera que las mutaciones no se reproduzcan durante la
replicacion del ADN y en la fase G2 para impedir que las células que no hayan llegado a la
madurez entren en mitosis (Evan et. al., 2001).

PROGRESION DEL CICLO CELULAR
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Figura H.- Progresion del ciclo celular y su relaci  6n con la cantidad de ciclinas

Los motores del ciclo celular son complejos proteicos formados por subunidades llamadas ciclinas
y kinasas dependientes de ciclinas (CDK), sintetizados por genes especificos. La sintesis de estos
complejos es constante porque son altamente inestables, de ahi que el nivel de ellos varie de
acuerdo al momento evolutivo de la fase a que estan asignados (Figura H). Asi en el avance de la
fase G1 a la S actua la ciclina D asociada a las kinasas ciclinadependientes 2, 4y 6 (cdk 2 4 6).
En la segunda mitad del G1 aumenta la presencia de ciclina E con la kinasa ciclinadependiente 2.
En la fase de sintesis actua la ciclina A con cdk 2 y en la fase G2, la ciclina B con cdk 2. En la fase
G1 se han podido determinar dos puntos importantes: GO (en la mitad de la fase) donde el ciclo
puede detenerse y la célula bloquea su crecimiento pero se mantiene metabdlicamente activa y un
punto de restriccion en que se puede detener el ciclo para corregir defectos celulares (en especial
de su ADN), que en caso de no poder ser corregidos inducen el mecanismo de muerte celular. En
la fase G2 también existen elementos de deteccion de inmadurez celular que inducen la apoptosis
cuando la célula no estd capacitada para entrar en mitosis. Durante el ciclo celular se determina
cuando la célula debe entrar en el proceso de autodestruccion o continuar el ciclo y dividirse. Se

ejerce asi un balance entre mitosis y apoptosis, regulando la poblacién celular de cada tejido.



3.9.3. Control de la apoptosis

En los mecanismos moleculares que controlan la apoptosis actian varios agentes, de los cuales
uno de los mas importantes y mejor estudiado es el complejo de cisteinil-aspartato proteasas
(caspasas). Se han descrito 11 caspasas en células humanas que provocan una degradacion
proteica bien definida hasta llegar a la formacién de cuerpos apoptoticos (Riedl et. al., 2004).
Algunas caspasas son "iniciadoras" y otras "efectoras" del proceso catalitico, actuando sobre
endonucleasas que son las responsables directas de la fragmentacion del ADN. Se han descrito
hasta 40 sustratos en la catdlisis, proceso que en células cultivadas dura entre 30 y 40 minutos.
La activacion de las caspasas, que existen en calidad de pro-caspasas inactivas, se produce por

diversas vias en que participan varios complejos moleculares (Figura I).

Figura |.- Esquema general de activacion y control de la apoptosis

La via extrinseca o de los "receptores de muerte a nivel membrana" establece conexiones con el
espacio extracelular, recibiendo sefiales proapoptoticas desde el exterior y de las células vecinas.
Dos familias de receptores se han identificado con estas caracteristicas: la proteina Fas y el factor
de necrosis tumoral (TNF).



La proteina transmembrana Fas en su porcion intracelular enlaza con un factor intermedio
denominado FADD (fas associated death domain), nombre que sélo sefiala que esta
comprometido con la zona de la molécula Fas que participa en la muerte celular, activando las
caspasas 8 y 10. En cambio, si la parte interna de la molécula se asocia a otro factor llamado
DaXX, se activan protein-kinasas que conducen al efecto contrario, es decir, estimulan el ciclo
celular y la mitosis. Esta via Fas permanece inactiva hasta que se produce en su parte externa el
enlace con un cofactor llamado ligando Fas, proteina que actia como detonador que enciende
una via en que solo las caspasas estan inactivas y el resto de la cadena esti preparado para
recibir el enlace exterior. Esta caracteristica permite actuar con gran rapidez sin necesidad de

sintetizar otros factores.

Algo similar sucede con el otro receptor de membrana, TNF. Su porcién intracelular conecta con
complejos intermedios como el Tradd (TNF receptor associated death domain) y Raidd (receptor
associated interleukine death domain) que activan caspasas "iniciadoras" de la apoptosis. Pero si
se asocian a otro complejo llamado Traf (TNF receptor associated factor) activan protein-kinasas y

estimulan la proliferacion celular, es decir, el efecto contrario (Hengartner 2000).

Otra via de induccion de apoptosis es la via llamada mitocondrial. Las proteinas de la familia de
Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su accién sobre la mitocondria. La activacion de proteinas
pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2 produce un poro en la membrana externa de las
mitocondrias que permite la liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembrana, entre
ellas, el citocromo c. El citocromo ¢, una vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado
"apoptosoma”, que activa directamente a la caspasa 9. Una vez que la caspasa 9 esta activada,
ésta activa a las caspasas efectoras como la caspasa 3, lo que desencadena las Ultimas fases de

la apoptosis.

Las proteinas de la familia de Bcl-2 se agrupan en tres familias: la familia de las proteinas
antiapoptoéticas (Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1 y otras); la familia de proteinas proapoptoticas de tipo
"multidominio” (Bax y Bak) y las proteinas proapoptéticas de tipo "BH3-only" (Bid, Bim, Bad y
otras). Las proteinas tipo multidominio pueden producir poros por si solas en liposomas, lo que
indica que probablemente son suficientes para formar el poro mitocondrial que permite la
liberacién del citocromo c. Las proteinas tipo “BH3-only” activan a estas proteinas, y las
antiapoptéticas inhiben la formacion del poro. Estas proteinas son los reguladores mas

importantes del proceso de apoptosis.



La via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte, ya que una vez
activada la caspasa 8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la proteina Bid, lo que provoca

la apertura del poro mitocondrial y la activacion de la caspasa 9.

La apoptosis puede ocurrir, por ejemplo, cuando una célula se halla dafiada y no tiene
posibilidades de ser reparada, o cuando ha sido infectada por un virus. La "decision" de iniciar la
apoptosis puede provenir de la célula misma, del tejido circundante o de una reaccion proveniente
del sistema inmune. Cuando la capacidad de una célula para realizar la apoptosis se encuentra
dafada (por ejemplo, debido a una mutacion), o si el inicio de la apoptosis ha sido bloqueado (por
un virus), la célula dafiada puede continuar dividiéndose sin mayor restriccion, resultando en un
tumor que puede ser de cardcter canceroso. Por ejemplo, como parte del "secuestro” del sistema
genético de la célula llevado a cabo por los papillomavirus humanos (HPV), un gen denominado

E6 se expresa originando un producto que degrada la proteina p53, vital para la ruta apoptética.

También condiciones de stress como la falta de alimentos, asi como el dafio del ADN provocado
por téxicos o radiacion, pueden inducir a la célula a comenzar un proceso apoptético. Un ejemplo
seria la apoptosis mediada por la enzima nuclear, poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1), crucial
en el mantenimiento de la integridad gendmica. La activacion masiva de dicha enzima puede
depletar la célula de nucledtidos ricos en energia, provocando una cadena de transduccion de

sefiales del nacleo a la mitocondria que iniciaria la apoptosis.

La muerte celular programada es parte integral del desarrollo de los tejidos tanto de plantas
(viridiplantae) como de animales pluricelulares (metazoa), y no provoca la respuesta inflamatoria
caracteristica de la necrosis. La apoptosis no se parece al tipo de reaccion resultante del dafio a
los tejidos debido a infecciones patogénicas o accidentes. En lugar de hincharse, reventar y
derramar su contenido, posiblemente dafiino hacia el espacio intercelular, las células en proceso
de apoptosis y sus nucleos se encogen, y con frecuencia se fragmentan. De esta manera, pueden
ser eficientemente englobadas via fagocitosis y, consecuentemente, sus componentes son

reutilizados por macrofagos o por células del tejido adyacente (Jacobson et.al., 1997).

En un organismo adulto, la cantidad de células que componen un 6rgano o tejido debe
permanecer constante, dentro de ciertos limites. Las células de la sangre y de piel, por ejemplo,
son constantemente renovadas por sus respectivas células progenitoras. Por lo tanto, esta
proliferacion de nuevas células tiene que ser compensada por la muerte de otras células. A este
proceso se le conoce como homeostasis, aunque algunos autores e investigadores han sugerido

homeocinesis como un término mas preciso y elocuente.



La homeostasis se logra cuando la relacion entre la mitosis y la muerte celular se encuentra en
equilibrio. Si este equilibrio se rompe, pueden ocurrir dos cosas: 1). Las células se dividen més
rapido de lo que mueren, desarrollando un tumor. 2) Las células se dividen mas lentamente de lo
que mueren, produciéndose un grave trastorno de pérdida celular. Ambos estados pueden ser

fatales o potencialmente dafinos

Ciertas células del sistema inmunitario, los linfocitos B y linfocitos T, son sofisticados agentes de
la respuesta defensiva del organismo frente a infecciones, asi como células propias que hayan
adquirido o desarrollado algun tipo de malignidad. Para llevar a cabo su trabajo, las células By T
deben tener la habilidad de discriminar lo propio de lo extrafio y lo sano de lo enfermo, gracias a la
especialidad de sus receptores. De hecho, los linfocitos T citotéxicos pueden ser activados por
fragmentos de proteinas expresadas inapropiadamente (derivadas, por ejemplo, de una mutacion
maligna) o por antigenos extrafios producidos como consecuencia de una infeccion intracelular.
Después de activarse tienen la capacidad de migrar, proliferar y reconocer las células afectadas,

induciendo una respuesta de muerte celular programada.

Los receptores de las células B y T inmaduras no se generan por procesos de una elevada
precision, sino por procesos aleatorios de elevada capacidad para generar variabilidad. Esto
significa que muchas de estas células inmaduras pueden no ser efectivas (porque su receptor no
sea capaz de unir ningln antigeno conocido) o ser peligrosas para el propio organismo porque
Sus receptores sean capaces de reconocer con elevada afinidad antigenos propios. Si estas
células fuesen liberadas sin otros procesamientos, muchas podrian volverse autorreactivas y
atacar células sanas. El mecanismo por el que el sistema inmune regula este proceso es la

eliminacion tanto de las no efectivas como las potencialmente autorreactivas mediante apoptosis.

Todos los tejidos dependen de una continua recepcion de sefales de supervivencia. En el caso de
las células T, mientras se desarrollan y maduran en el timo, las sefiales de supervivencia
dependen de su capacidad para reconocer antigenos extrafios. Aquellas que no superan esta
prueba, alrededor de un 97 % de las células T producidas, son eliminadas por apoptosis. Las
supervivientes son enfrentadas a su vez frente a antigenos propios, y aquellas que reconocen

estos antigenos con elevada afinidad son eliminadas de la misma manera.

El desarrollo de un sistema inmune maduro y efectivo depende de una serie de reguladores
positivos y negativos de las vias de apoptosis. La apoptosis es una funcion biolégica de gran

relevancia en la patogenia de varias enfermedades estudiadas hasta el momento. Podemos



destacar el cancer, malformaciones, trastornos metabdlicos, neuropatias, lesiones miocéardicas y

trastornos del sistema inmunitario.



4. HIPOTESIS

FASE 1

Dado que el metabolismo de anfetaminas en consumidores esta relacionado con el citocromo
2D6, encontraremos que la distribucién fenotipica del metabolismo en consumidores de esta

droga es similar a las curvas de distribucidén de otros sustratos de CYP2D6.

FASE 2

Las anfetaminas son citotoxicas y genotdxicas y estos efectos estan relacionados con la presencia

de polimorfismos en el citocromo 2D6.



5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar en consumidores de anfetamina la formacion del metabolito hidroxilado y su posible

relacién con el fenotipo de CYP2D6, asi como evaluar si las anfetaminas producen citotoxicidad,

modifican la proliferacién celular, dafian el ADN e inducen apoptosis en linfocitos humanos, y si

estos efectos estan relacionados con los polimorfismos del citocromo 2D6.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

FASE 1

1.

Determinar la relaciébn metabdlica (MR) de anfetamina y su metabolito hidroxilado en orina de
individuos que consumieron anfetaminas mediante su deteccion e identificacion por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

2. Construir con los datos de MR la distribucion de relacion metabdlica para anfetamina en
operadores que resultaron positivos al consumo de anfetaminas, lo que nos permitira
identificar el fenotipo.

FASE 2

3. Evaluacion de efectos citotoxicos en cultivos de linfocitos de dl-anfetamina y dl-metanfetamina
mediante la determinacion de viabilidad por la técnica de diacetato de fluoresceina con
bromuro de etidio (FDA) en un intervalo de dosis.

4. Determinacion de efectos en la proliferacion celular a la exposicion de DL-Anfetamina y DL-
Metanfetamina en cultivos de linfocitos mediante la determinacion del indice nuclear.

5. Detecciobn de genotoxicidad provocada por la exposicion de cultivos de linfocitos a
anfetaminas, utilizando la técnica de micronulcleos como indicador.

6. Determinacion de anfetaminas en sobrenadante de cultivos de linfocitos e identificacion de

posibles metabolitos de anfetaminas producidos por el metabolismo propio de los linfocitos
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
Deteccion de la presencia del ARN mensajero de CYP2D6 en linfocitos.
Implementacion de técnicas para la determinacién de polimorfismos del CYP2D6 con

importancia en la actividad enzimatica de este citocromo.



9. Relacién de los polimorfismos de CYP2D6 encontrados con los resultados de genotoxicidad,
citotoxicidad y metabolismo de anfetaminas.

10. Evaluacion del dafio al ADN en individuos susceptibles por el tratamiento de cultivos de
linfocitos con anfetaminas, utilizando la técnica de electroforesis unicelular 6 cometa.

11. Deteccion de la induccion de apoptosis en cultivo de linfocitos tratados con ambas
anfetaminas.

12. Evaluacion del efecto de la dimetiltiourea en la induccion de apoptosis en cultivo de linfocitos

tratados con ambas anfetaminas.



6. METODOLOGIA

6.1. Fase |

6.1.1. Deteccion de anfetaminas en orina de individ  uos por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM).

6.1.1.1. Poblacion de estudio y obtencion de las mu  estras

Las muestras fueron obtenidas en un operativo realizado en carreteras federales a conductores
del transporte publico. Se analizaron aproximadamente 1000 individuos (edades oscilaron de 18 a
65 afios) quienes dieron su consentimiento informado a través del acta de iniciacion de examen
toxicoldgico con su respectiva cadena de custodia de las muestras. Conjuntamente se realizé un
examen medico en operacion que incluyé una entrevista para detectar consumo de
medicamentos. Las muestras fueron obtenidas siguiendo los procedimientos de operacion y
acorde a la regulacion de la Secretaria de Comunicaciones y Transportes. Las muestras fueron
analizadas inicialmente por una técnica de preseleccion de positivas basada en un inmunoensayo
enzimatico multiplicado (EMIT); dicho reactivo fue utilizado siguiendo las instrucciones del
fabricante Dade Behring y se analizaron cinco familias de drogas (cocaina, tetrahidrocannabinol,
anfetaminas, opidceos y fenciclidina) y alcohol. Todos los presuntos positivos de esta metodologia
fueron confirmados por GC/MS. De todos los positivos confirmados se seleccionaron 129
muestras que resultaron positivas al consumo de anfetaminas, descartdndose aquellas que
habian reportado tratamiento farmacologico en la entrevista inicial de su examen médico. Orinas
negativas fueron obtenidas del personal del laboratorio y analizadas por GC/MS para descartar

consumo de alguna droga y la posible presencia de algun interferente.

6.1.1.2. Proceso de extraccion y derivacion de las  anfetaminas

Soluciones patron para anfetamina, metanfetamina, hidroxianfetamina y sus respectivos
estandares deuteriados fueron preparadas, selladas y refrigeradas a 4°C hasta el momento de su
utilizacién. Orina negativa a drogas de abuso fue empleada como control para preparar
estandares mediante la adicion de anfetaminas a diferente concentracion, tanto las muestras
como los estandares fueron extraidos de la siguiente forma: 2 mL de orina fueron pipeteados en
tubos de 10 mL, se le adicionaron 25 pl estandar interno deuteriado (Concentracion final = 500
ng/mL), 0.5 mL de NaOH 1N fueron agregados, posteriormente se le adiciond6 3 mL de

diclorometano. Los tubos fueron tapados, agitados y centrifugados a baja velocidad por cinco



minutos, la capa superior acuosa fue aspirada y desechada, la capa inferior organica fue
transferida a un vial cénico nuevo, al cual se le adiciond 0.1mL de una solucién de metanol:HCI
(9:1). Esta mezcla fue evaporada a sequedad bajo corriente de nitrégeno. Después de la
evaporacion el extracto seco fue reconstituido con 40 pl de un agente derivante BSTFA:TMCS
(95:5), se agito e incubd durante 30 minutos a 60 °C. Un microlitro del derivado fue inyectado en el
CG/EM.

6.1.1.3. Condiciones del CG/EM.

El andlisis fue realizado en un cromatégrafo de gases modelo 6890 acoplado a un espectrémetro
de masas de impacto electronico de tipo cuadrupolar modelo 5970, ambos de Agilent
Technologies. El cromatografo de gases tiene montada una columna capilar de silice fundido de
30 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y con una pelicula de 0.32 micrometros. El gas
acarreador fue helio a un flujo de 1 mL/min. El modo de operacion fue inyeccion “splitless”, el
puerto de inyeccién y la zona de transferencia fueron mantenidas a 250 °C. Normalmente se
inyectaba 1 uL de muestra. La temperatura inicial del horno fue de 60 °C durante 1 minuto,
posteriormente se aplicaba un gradiente de temperatura de 10 °C/min. hasta alcanzar 150 °C y
mantenido en esta temperatura durante 8 minutos. El tiempo total de andlisis se establecié en 10
minutos. El detector selectivo de masas fue operado en modo “scan” (intervalo de masas de 50 a
400) con el propdsito de establecer el patron de fragmentacion que se emplearia para la
identificacion estructural, una vez establecido se seleccionaron los iones y la metodologia final fue

operada en monitoreo simple de iones (SIM)

6.2. Fase Il in vitro

6.2.1. Muestras, extraccion y cultivo de linfocitos

Para los estudios in vitro de la fase Il se emplearon linfocitos aislados de donadores sanos cuyas
edades oscilaban de 20 a 40 afos, se obtuvo su consentimiento informado y se les extrajo sangre
periférica con heparina. Los linfocitos se aislaron usando un gradiente de densidad de sacarosa
(Histopaque 1077, Sigma), 2.5 millones de células se cultivaron en 5 mL de medio suplementado
RPMI-1640 (Sigma) el cual fue enriquecido con suero fetal bovino 15% v/v (Hyclone), aminoacidos
no esenciales 1% v/v (Gibco), L-glutamina 1% v/v (Gibco) y 0.2 mL de fitohemaglutinina (PHA,
Gibco).



6.2.2. Evaluacion de la citotoxicidad de anfetamina s

La citotoxicidad fue evaluada por medio de una técnica de doble fluoréforo que emplea diacetato
de fluoresceina/bromuro de etidio (FDA/Etbr), el primero es un indicador del metabolismo celular y
el segundo un marcador de la pérdida irreversible de la integridad de la membrana nuclear. Los
linfocitos de los donadores fueron aislados y cultivados en medio suplementado RPMI-1640
(Concencentracion de linfocitos 0.5 millones de células/mL), se incubaron a 37 °C durante 24
horas, al cumplirse el tiempo se expusieron los linfocitos a diferentes concentraciones de
anfetamina y metanfetamina y se incubaron 24 horas adicionales. Al cumplirse el tiempo se tomo
una alicuota de 0.1 mL, se centrifugd y resuspendié en 25 yL de medio RPMI-1640 adicionandole
25 pL de una solucion fresca de FDA/Etbr, se mezcld y colocd una porcion en un portaobjetos. Por
lo menos 200 células fueron contadas en un microscopio de fluorescencia Olympus BX60 para

evaluar citotoxicidad.

6.2.3. Citostaticidad y Genotoxicidad de las anfeta  minas

Ambas determinaciones fueron realizadas por medio de la técnica de micronucleos con bloqueo
de la citocinesis (Fenech 2000). Linfocitos aislados fueron cultivados a 37°C en medio
suplementado RPMI-1640 durante 24 horas. Posteriormente fueron expuestos a diferentes
concentraciones de anfetamina y metanfetamina (500-2500 ng/mL), se incubaron por 24 horas, al
término del tiempo se le adiciond citokalacina (Sigma) a una concentracion de 6 pg/mL se
incubaron 24 horas adicionales. Las células fueron cosechadas, fijadas con una solucién fria de
metanol:acido acético (3:1) y cuidadosamente se coloc6 una porcion en un portaobjetos frio
teniendo cuidado de evitar la destruccion de la membrana celular. Se dejo secar las laminillas y
fueron tefiidas con colorante Wright's (Merck, Germany). Posteriormente fueron evaluadas por

microscopia.

La citostaticidad fue evaluada mediante el indicador de cinética de proliferacién que se obtiene al
observar en el microscopio las laminillas tefiidas y contar 200 células, contabilizando el nimero de
células mononucleadas (M), binucleadas (B) y polinucleadas (P); con estos valores se obtiene el

Indice de Division Nuclear (NDI) mediante la siguiente ecuacion:

NDI= (L(#M) + 2(#B) + 3(#P))/200



La genotoxicidad se evalué en las mismas laminillas contando el nimero de células que
presentaban micronucleos utilizando para su identificacion los criterios de Fenech 2003. Para

obtener la frecuencia de micronucleos fue necesario evaluar 2000 células binucleadas.

6.2.4. Ensayo cometa o Electroforesis en gel de cél ulas individuales (SCGE)

Se prepararon cultivos de linfocitos de cada donador para cada experimento efectuado. A
diferencia de los cultivos en las otras técnicas, en esta técnica no se requiere estimulacion con
fitohemaglutinina, por lo cual no se le adiciona esta sustancia. Estos linfocitos sin estimular fueron
empleados para evaluar el tiempo y las curvas dosis respuesta de induccién de dafio del ADN al
ser tratados con diferentes dosis de anfetamina y metanfetamina. Alicuotas (suspensién con
aproximadamente 20,000 células) fueron analizadas como se describe en Singh et., al. (1988),
estas alicuotas fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 1 minuto. Simultaneamente se
prepararon laminillas embebiendo células (linfocitos) en agarosa para darles un soporte,
posteriormente se sumergieron en una solucién de lisis con alto contenido de detergentes (1 % de
Triton X-100, 10 % de DMSO) y sales (EDTA 100 mM, NaCl 2.5 M, Tris 10 mM) dejando expuesto
el DNA, después las laminillas se pasaron a un buffer de fosfatos bajo condiciones alcalinas (pH
10) por espacio de 20 minutos (tiempo de desenrrollamiento de las hebras del DNA). En seguida
se realizé una electroforesis por 20 minutos bajo las mismas condiciones alcalinas, posteriormente
se neutralizaron las células con un buffer de neutralizacioén (pH 7.5), dejando las células durante 5
minutos Y fijandose en etanol al 70%. Las laminillas se dejaron secar y finalmente fueron tefidas
con 25 pul de un fluorocromo (BrEt), el cual se une al DNA. Las células se analizaron en un
microscopio de fluorescencia (filtro de excitacion de 515-560 nm) con el objetivo de aumento 20X
y con la ayuda de un ocular graduado, evaluando la migracion de los fragmentos de DNA de 50
nacleos por cultivo tratado; una mayor longitud de la cola se relaciona con un mayor dafio al DNA
(figura D) (Rojas et. al., 1999).

6.2.5. Determinacion del genotipo de CYP2D6 de los  individuos evaluados.

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron muestras de ADN gendémico (QDNA) provenientes
de los sujetos evaluados en la fase in Vitro. EI ADN fue aislado de sangre periférica mediante el

empleo de un reactivo denominado comercialmente como “DNA extraction nucleon kit”



(Amersham Pharmacia Biotech). La pureza de las muestras de ADN fue verificada y cuantificada

por espectrofotometria y posteriormente fueron almacenadas a -20°C.

La determinacion de los alelos de CYP2D6 *2, *3, *4, *5, *6, *10, *9, *17 fue realizada por el
metodo de PCR-RFLP (Reaccion en cadena de la polimerasa y polimorfismos de fragmentos

largos de restriccion), para lo cual se realizo lo siguiente:

6.2.5.1. Amplificacién del gen CYP2D6

El DNA gendmico (gDNA) se utiliz6 como molde para la amplificacion del gen CYP2D6 completo
(5 kb), tomando como iniciadores 5 CCAGAAGGCTTTGCAGGCTTC A3 (forward) vy
5ACTGAGCCCTGGG AGGTAGGTAS' (reverse) (Lundgvist et. al., 1999). Las reacciones fueron
llevadas a cabo bajo las siguientes condiciones: 2mM de MgSO,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de
cada iniciador, 1 U de DNA polimerasa Platinum Taqg High Fidelity (Invitrogen) y 1X del buffer
correspondiente en una reaccion total de 25 pl con 3 pl de gDNA (= 1 pg/ul). Los ciclos de
amplificacion fueron 94° por 1 min y 35 ciclos de 94° por 30 seg, 58° por 30 seg y 68° por 6 min,
terminando la reaccibn con 7 min adicionales a 68° Los productos resultantes fueron

cuantificados y llevados a una concentracion de 1 pg/ul.

Algunas reacciones de amplificacion mostraban un producto nulo, y se procedié a amplificar el
gen en dos fragmentos para dichas muestras. El fragmento correspondiente a la parte 5’ de
CYP2D6 se amplific6 con los iniciador 5 CCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA3 vy
5'GGCTGGGTCCCAGGTCATCC3' para un producto final de 2910 pb y el fragmento
correspondiente a la parte 3 de CYP2D6 se amplific6 con los iniciadores
5'GCTGGGGCCTGAGACTT3' y 5ACTGA GCCCTGGGAGGTAGGTAZ' para un producto final de
2384 pb. Ambos fragmentos fueron amplificados bajo las mismas condiciones que el producto del

gen completo.

6.2.5.2. PCR anidado (“Nested PCR")

El gen CYP2D6 completo o sus dos fragmentos se utilizaron como molde en subsecuentes
reacciones de PCR para obtener subproductos de diversos tamafios. Estos subproductos
representan fragmentos del gen que fueron analizados para los diversos polimorfismos estudiados

por medio de una técnica que emplea enzimas de restriccion para obtener cadenas de ADN de



longitud variable y denominada por sus siglas en ingles como RFLP “Restriction Fragment Length
Polymorphism”. Todas las reacciones fueron de 25 pl totales, bajo las siguientes condiciones:
2mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 pM de cada iniciador, 1 U de DNA polimerasa Taq
(Invitrogen), 1X del buffer indicado, 5% de DMSO y 3 pul del producto inicial de 5 kb diluido. Las
secuencias de los iniciadores se obtuvieron de McElroy et al., (2000). Todas las digestiones se

realizaron con enzimas de New England Biolabs.

6.2.5.3. Variedades alélicas CYP2D6*2, *34, *9 me diante la amplificacion de
un fragmento de 386 pb.

Se utilizaron los iniciadores 5'AGGCCTTCCTGGCAGAGATGAAG3 y 5CCCCTGCA
CTGTTTCCCAGAZ'. Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial (5 min a 95°);
35 ciclos de 30 seg a 94°, alineamiento a 57° por 30 seg y 45 seg a 72° y elongacion terminal (7
min a 72°). Tras la amplificacion, este producto fue analizado por electroforesis en gel de agarosa
y digerido con las enzimas de restriccibn BspMIl y Mboll en las condiciones apropiadas. Los
fragmentos de esta digestion se analizaron en agarosa al 2%, y los diferentes patrones
encontrados nos indicaban la presencia ¢ ausencia de los polimorfismos AGA2613-5del
(CYP2D6*9) y C2850T (CYP2D6*2 y *34). Estos patrones se desglosan en la Tabla C.

6.2.5.4. Variedades alélicas CYP2D6*2, *4, *10 medi ante la amplificacién de un
fragmento de 881 pb.

Se utilizaron los iniciadores 5CGTCTAGTGGGGAGACAAAC3 y 5 CTCAGCCTCAAC
GTACCCCTS3'. Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial (5 min a 95°); 35
ciclos de 30 seg a 94°, alineamiento a 57° por 30 seg y 1 min a 72°, y elongacioén terminal (7 min a
72°). El manejo de estos productos fue similar al fragmento anterior, utilizando la enzima de
restriccion Banll. Los patrones de digestidon de este fragmento nos indican la presencia ¢ ausencia
del polimorfismo G4180C (CYP2D6*2, *4, *10) (Tabla C).

6.2.5.5. Variedades alélicas CYP2D6*4, *10 mediant e la amplicacién de un
fragmento de 433 pb.

Se utilizaron los iniciadores 5’TCAACACAG CAGCAGGTTCA3 y 55CTGTGGTTTCACC CACC3.
Las condiciones de la reaccién fueron: desnaturalizacion inicial (5 min a 95°); 35 ciclos de 30 seg

a 94°, alineamiento a 50° por 10 seg y 45 seg a 72° y elongacion terminal (7 min a 72°). La



digestién de estos productos se realizd con la enzima Hphl. Los patrones de digestion de este
fragmento nos indicaban la presencia 6 ausencia del polimorfismo C100T (CYP2D6*4, *10) (Tabla
C).

6.2.5.6. Variedades alélicas CYP2D6*4, *6 mediante la amplicacion de un
fragmento de 353 pb.

Se utilizaron los iniciadores 5 CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACCAG3 y b5GAGACTC
CTCGGTCTCTCG3'. Las condiciones de la reaccidon fueron: desnaturalizacion inicial (5 min a
959); 35 ciclos de 30 seg a 94°, alineamiento a 57° por 30 seg y 45 seg a 72° y elongacién
terminal (7 min a 72°. La digestiéon de estos productos se realiz6 con la enzima BstNI. Los
patrones de digestibon de este fragmento nos indicaban la presencia 6 ausencia de los
polimorfismos T1707del (CYP2D6*6) y G1846A (CYP2D6*4) (Tabla C).

6.2.5.7. Variedades alélicas CYP2D6*3 mediante laa mplicacion de un
fragmento de 201 pb.

Se utilizaron los iniciadores 5GCTGGGGCCTGAGACTT3'y 5GGCTGGGTCCCAGGT CATCC3'.
Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial (5 min a 95°); 35 ciclos de 30 seg
a 94°, alineamiento a 57° por 30 seg y 45 seg a 72° y elongacion terminal (7 min a 72°). La
digestion de estos productos se realizé con la enzima BsaAl. La digestion de este fragmento nos
indicaba la presencia del polimorfismo A2549del (CYP2D6*3) (Tabla C).

6.2.5.8. Deteccidn de la delecién del gen CYP2D6 (C YP2D6*5)

Se realizaron reacciones de PCR con los iniciadores 5’ACCGGGCACCTGTACTCCTCA 3y
5'GCATGAGCTAAGGCACCCAGAC 3 bajo las condiciones de la polimerasa Platinum Tag High
Fidelity, con ciclos de amplificacion de 1 min a 94° inicial, 35 ciclos de 30 seg a 94°, 30 seg a 62°y
6 min a 68°, y 7 min a 68° finales. Esta amplificacion mostraria un producto de 3.5 kb de estar
presente la delecion, ya que amplifica una parte rio arriba de CYP2D6 asi como el 5’ de CYP2D7.
Si el gen se encontrara presente, esta amplificacion no mostraria un producto, debido a que las
condiciones no permiten una amplificacién de 8.5 kb (3.5 kb + 5 kb de CYP2D6).



TABLA C

) . Patrones de digestion (pb)
Polimorfismo Frag
wt/wt wt/mt mt/mt
c100T 433 362 71 362 262 100 71 262 10071
T1707del 353 190 163 190 163 139 23 190 139 23
G1846A 353 190 163 353 190 163 353
A2549del 201 201 201 180 20 180 20
AGA2613-5del 386 230 124 32 262 230 124 32 262 124
C2850T 386 230 124 32 354 230 124 32 354 32
420 235107 101 420 336 235107 101
G4180C 881 18 18 420 336 107 18

6.2.6. Deteccion de apoptosis mediante anexina

Las células responden a sefales de induccidn especifica para iniciar el proceso intracelular que
resulta en cambios fisiol6gicos caracteristicos. Entre estos se encuentra la externalizaciéon de
fosfatidilserina (PS) hacia la membrana celular, ruptura y degradacion de proteinas celulares
especificas, compactacion y fragmentacion de cromatina nuclear y perdida de la integridad de la

membrana (en fase tardia).

Anexina V es un fosfolipido dependiente de calcio que se liga a proteinas con alta afinidad por
fosfatidilserina (PS) (Van Heerde et. al. 1995), un componente de membrana normalmente
localizado en la cara interna de la membrana celular (Fadok et.al., 1992). En fases temprana del
proceso apoptotico, moléculas de fosfatidil serina son externalizadas hacia la superficie externa de
la membrana donde anexina V puede facilmente unirse a ellas (Koopman et.al., 1994, Vermes et
al., 1995). El ensayo de Guava Nexin ™ utiliza anexina V-PE para detectar PS en la membrana
externa de las células apoptoticas. El fluoroforo no permeable en las celulas 7-Amino-
actinomicina-D (7-AAD), esta incluido en el ensayo como un indicador de integridad estructural de
la membrana (Schmidt et.al., 1992). 7-AAD es excluido de células vivas y de células en apoptosis
temprana, pero permea en etapas de apoptosis tardia y en células muertas. Tres poblaciones de

células pueden distinguirse con este ensayo:



1. Células no apoptéticas: Anexina V (-) y 7-AAD (-)
2. Células en apoptosis temprana: Anexina V (+) y 7-AAD (-)
3. Células en apoptosis tardia y células muertas: Anexina V (+) y 7-AAD (+).
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7-AAD — 7-AAD — 7-AAD + 7-AAD +

FIGURA J.- Esquema que muestra las fases que se pueden detectar de la apoptosis por anexinay 7-
AAD.

Tomar una alicuota de 40 pL del cultivo de linfocitos, adicionarle 500 pL de solucion PBS, agitar y
centrifugar a 8000 rpm durante 4 minutos, decantar y resuspender en 100 pL de buffer de
anexina 1X, agitar y adicionar 5 pL de Ab anexina 1X y 5 pL de 7-AAD (kit de Guava Nexin),
incubar 20 minutos en obscuridad y a una temperatura inferior de 6 °C, centrifugar 8000 rpm
durante 4 minutos, lavar con 300 pL de buffer anexina 1X, centrifugar a 8000 rpm durante 4
minutos, decantar sobrenadante y resuspender en 300 pL de buffer de anexina 1X. Analizar con
equipo GUAVA segun procedimientos del fabricante Guava Technologies inc, USA. Los
resultados son exhibidos mediante gréficas que incluyen cuadrantes donde se distribuye el
porcentaje de células en cada cuadrante ademas de la intensidad de fluorescencia media de la
anexina V y 7-AAD y los parametros para cada una de las poblaciones de células dependientes

de la fase de apoptosis en la que se encuentra.



7. RESULTADOS
7.1 FASE |

7.1.1. Obtenciodn del fenotipo determinando la relac  i6n metabolica mediante
la deteccion de anfetaminas en orina de individuos por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM).

En 109 individuos identificados como consumidores de anfetaminas en el sector carretero se
detect6 que la anfetamina es la principal droga de consumo (Tabla 1); su fenotipo fue obtenido
determinando la Relacion Metabolica (RM) que permitié la clasificacion de estos individuos en tres

grupos como lo muestra la Fig. 1,

Tabla 1.- Concentraciéon de anfetaminas presentes en la orina de los individuos que

resultaron positivos en un operativo realizado a 10 00 individuos en carreteras federales de

México.
Anfetamina en orina Metanfetamina en orina

(NG/ML) # INDIVIDUOS (NG/ML) # INDIVIDUOS

1000 a 5000 19 1000 a 5000 1

5000 a 10000 44 5000 a 10000 4

10000 a 20000 33 10000 a 20000 4

2000 a 50000 12 2000 a 50000 2

> 50000 1 > 50000 1

Total 109 Total 12
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Fig 1. Relacién metabolica de 109 individuos que me  diante analisis estadistico de las pendientes
permite clasificar a los individuos en tres grupos de metabolizadores. La relacion metabdlica (RM) se
obtiene con la siguiente formula: RM=[Anfetamina  ]/[metabolito de anfetamina]

Posteriormente mediante una grafica de frecuencias y basados en la cantidad del metabolito y en
la clasificacion para otros substratos del CYP2D6 se estratificaron los tres grupos en
metabolizadores rapidos (MR), metabolizadores intermedios (MI) y metabolizadores lentos (ML)
como se observa en la Fig. 2, ademas de encontrarse que el metabolismo de la anfetamina
presenta una curva de distribucién similar a la de otros sustratos de CYP2D6. Es la primera vez

que se obtienen para este sustrato en humanos las diferencias individuales en el fenotipo.
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Fig 2. Determinacion de la relacion metabdlica de a  nfetamina y su metabolito hidroxilado en 109
individuos (Fenotipo de metabolizadores)



7.2. FASE Il

7.2.1 Efecto sobre la viabilidad celular (citotoxic  idad)

En la segunda fase se planted la evaluacién en cultivo de linfocitos humanos de los efectos
citotéxicos, genotodxicos y metabdlicos del tratamiento in vitro con dos anfetaminas. En la figura 3
se presentan los resultados obtenidos en los linfocitos de tres individuos tratados con cinco dosis
de dl-anfetamina y dl-metanfetamina, empleando como control positivo arsénico a una

concentracion final de 10° M.

N=3 individuos por triplicado

VIABILIDAD (FDA)
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Fig 3. Efecto de las anfetaminas en la viabilidad d e linfocitos tratados en un intervalo
de dosis de 500 a 2500 ng/ml, empleando arsénico co mo control positivo. El nivel de
significancia se calculd con t de student. * p<0.5 y **p<0.01

Dado que encontramos diferencias individuales en los efectos sobre la viabilidad, la fig. 4 nos
muestra como se comportan los tres individuos para dos de las concentraciones de anfetamina,
en la grafica se observa una diferencia significativa en los efectos observados en los individuos A

y B con respecto al C.



N=3 individuos por triplicado
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Fig 4. Efecto de la anfetamina en la viabilidad de linfocitos tratados con dosis de 1000 y
2500 ng/ml en 3 individuos

Al evaluar metanfetamina, la fig. 5 nos muestra como se comportan los tres individuos para dos
de las concentraciones de metanfetamina, en la grafica se observa una diferencia significativa
entre el efecto en el individuo A con respecto al B y al C en la concentracion de 1000 ng/ml. En el

caso de la concentracién de 2500 ng/ml el efecto fue el mismo en los tres.

N=3 individuos por triplicado
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Fig 5. Efecto de la metanfetamina en la viabilidad  de linfocitos tratados a dosis de
1000 y 2500 ng/ml en 3 individuos



7.2.2 Efecto sobre la proliferacion celular (citos  taticidad)

Se determing el efecto de las anfetaminas sobre la proliferacion celular (citostaticidad) de linfocitos
aislados in vitro procedentes de tres individuos sanos a una concentracién que no fuera citotéxica,
empleando la técnica de bloqueo de la citocinesis con citocalacina B (Fenech 2000). El
tratamiento fue realizado durante 48 horas con una concentracion inicial de anfetamina y
metanfetamina de 1000 ng/ml (6 x10°® M), empleando como control positivo arsénico a una
concentracion final de 10®° M. Para evaluar la proliferacion celular se determiné el indice nuclear.

Los resultados se presentan en la fig. 6 a la concentracién evaluada de 1000 ng/ml.

N=3 individuos por triplicado

EFECTO EN EL INDICE NUCLEAR

CONTROL ANF 1000 MET 1000 ARS

Fig 6. Efecto en la proliferacion celular de linfo  citos tratados con anfetamina (1000 ng/ml),
metanfetamina (1000 ng/ml) y como control positivo arsénico (10 uM). * p<0.5y **p<0.01

7.2.3. Evaluacion de genotoxicidad mediante microni  cleos

Se evalu6 la genotoxicidad mediante la exposicion de cultivos de linfocitos a anfetaminas,
utilizando la técnica de micronucleos como indicador. Esta técnica esta basada en el bloqueo de
la citocinesis de los linfocitos en proliferacion con citocalacina B, y la basqueda por microscopia
de células binucleadas que contengan estructuras definidas como micronucleos (Fenech 2000).
Se evaluaron tres concentraciones distintas por triplicado y los resultados se presentan en la fig.
7. No se encontr¢ diferencia significativa para ambas sustancias evaluadas a la concentracion de
1000 ng/ml, a diferencia de la disminucion significativa en la viabilidad y en la proliferacion celular
sin entrar en el intervalo citotoxico. Se observa mediante la desviacion estandar que en la
concentracion de 2500 el intervalo de variacion es mayor al compararlo con el del control, lo cual

pudiera estar vinculado a la variabilidad individual.



N=3 individuos por triplicado
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Fig 7. Evaluacién de micronucleos en linfocitos tr atados a diferentes dosis de anfetamina y
metanfetamina. * p<0.5y **p<0.01

Un dato importante es que si pretendemos evaluar genotoxicidad, una de las recomendaciones es
no trabajar en el rango citotoxico, por lo que para este grupo de individuos la dosis que se utilizd
en los estudios adicionales fue de 1000 ng/mL que puede ser considerado como subtoxica.

Lo anterior se muestra claramente al graficar por separado cada individuo; para el caso de
anfetamina, la Fig. 8 muestra que en el caso del individuo A encontramos diferencias
significativas. En cuanto a metanfetamina, la Fig.9 nos muestra diferencias significativas para los

individuos Ay B.
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Fig 8. Evaluacion de micronucleos en linfocitos tr atados con la dosis de 1000 ng/ml de anfetamina
en tres individuos por triplicado *p<0.5y  *p<0.01
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Fig 9. Evaluacién de micronucleos en linfocitos tr atados con la dosis de 1000 ng/ml de anfetamina
en tres individuos por triplicado *p<0.5y* *p<0.01

7.2.4. Evaluacion de genotoxicidad mediante microni  cleos aumentando la
n=7

Debido a las diferencias individuales observadas, se amplié la muestra de individuos, evaluandose
cuatro individuos adicionales. En la Fig 10 se muestran los datos de los efectos de las
anfetaminas en los siete individuos evaluados, nos llama la atencion la variabilidad existente,
debido a que en algunos individuos se observa un incremento en el nimero de micronudcleos con
respecto a los controles tal es el caso del 1, 3 y 7; en contraste, los individuos 4 y 5 presentaron

una disminucion del nimero de micronucleos, y en los individuos restantes el cambio fue minimo.

Estadisticamente solo dos de ellos resultaron con diferencias significativas.
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Fig 10. Evaluacién de microndcleos en linfocitos t ratados con la dosis de 1000 ng/ml de anfetamina
en tres individuos por triplicado *p<0.5y* *p<0.01

En el caso de la metanfetamina que se presenta en la Fig. 11, se observa que en los individuos 1,
2, 3, 7 se increment6 la frecuencia de micronucleos de una manera significativa; por el contrario

en el individuo 4 disminuy6 el nimero aunque no de manera significativa.
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Fig 11. Evaluacién de microndcleos en linfocitos t ratados con la dosis de 1000 ng/ml de anfetamina
en tres individuos por triplicado *p<0.5y* *p<0.01



7.2.5. BUSCANDO EXPLICACIONES A LA VARIABILIDAD IND IVIDUAL

7.2.5.1. Evaluacion de la capacidad del linfocito p  ara metabolizar
anfetaminas.

Para evaluar la capacidad que tenia el linfocito de metabolizar las anfetaminas, dado que
contdbamos con evidencias bibliograficas de la capacidad del linfocito de metabolizar
xenobidticos, se analiz6 el medio de cultivo que contenia las células sonicadas después del
tratamiento. Los resultados muestran que el porcentaje de la droga en el medio disminuye en
diferentes proporciones (fig. 12 y fig. 13), observandose diferencias entre individuos. Esta

disminucion corroboré la competencia metabdlica de los linfocitos.
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Fig 12. Cuantificacion de anfetamina en sobrenadant e de cultivo de linfocitos sonicados 24 horas
después de tratamiento (1000 ng/ml). Se evaluaron  siete individuos, to es el control sin linfocitos y
el cual a las 24 horas tenia el 100% de la anfetami na. * p<0.5y **p<0.01
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Fig 13. Cuantificacion de metanfetamina en sobrenad  ante de cultivo de linfocitos sonicados 24 horas
después de tratamiento (1000 ng/ml). Se evaluaron  siete individuos, to es el control sin linfocitos y
el cual a las 24 horas tenia el 100% de la anfetami na. * p<0.5y **p<0.01

Para comprobar el metabolismo, se buscé la presencia del metabolito hidroxilado utilizando la
técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas como lo muestra la Fig.

14, donde se detecté la presencia del metabolito hidroxilado.
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Figura 14.- Cromatograma obtenido del medio de cul  tivo de linfocitos tratados con anfetamina (1000
ng/ml).

Para corroborar inequivocamente la presencia del metabolito se disefio un experimento
empleando anfetamina marcada con deuterio. En la Fig. 15 se muestra la presencia y

confirmacion del metabolito deuteriado.
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Figura 15.- Cromatograma obtenido del medio de cult
deuteriada. Se observa la presencia del pico nuevo
analizaron se encuentra deuteriado.

ivo de linfocitos tratados con anfetamina
a tr = 5.8. el cual por medio de los iones que se

7.2.5.2. Deteccion de la expresion del transcritod el gen CYP2D6

Lo anterior hizo necesario considerar el impacto del metabolismo de las anfetaminas en los
siguientes experimentos. En el linfocito se han detectado CYP1Al, CYP1B1, CYP2EL, CYP2D6 y
CYP3A5. Aunque la presencia de estos CYP sugiere actividad enzimatica, pocas han sido las
substancias cuyo metabolismo ha sido evaluado en los linfocitos (Raucy et al. 1999). En estudios
realizados en ratas y en ratones se reporta que las anfetaminas son metabolizadas por el
CYP2D6 (Law et al. 2000, Kreth et al. 2000, Lin et al 1997). También las evaluaciones realizadas

en sistemas in vitro con microsomas hepaticos o levaduras transgénicas sefialan al mismo
citocromo (Wu et al. 1997).
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Figure 16.- Deteccién de la expresion de CYP2D6 en linfocitos.

La implicacién de CYP2D6 en el metabolismo hizo necesario considerar el efecto de la existencia
de polimorfismos en este citocromo (Tribut et al. 2002, Ingelman-Sundberg et al. 1999). Por lo
menos cinco variantes alélicas han demostrado tener consecuencias para la funcion enzimatica
de la CYP2D6, ademas de una frecuencia de distribucion diversa en la poblacién humana. Para la
determinacion de algunos polimorfismos que han demostrado tener impacto en la actividad
enzimética del CYP2D6, se emplearon técnicas basadas en la amplificacion de fragmentos del
gen CYP2D6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente digestion
con enzimas de restriccion y evaluacion de los fragmentos generados en geles de agarosa. El
primer paso consistio en amplificar el gen CYP2D6 con iniciadores especificos para eliminar a los
pseudogenes.



Tabla 2.- Genotipificacion de variedades alelicas C ~ YP2D6 de los 7 individuos evaluados

GENOTIPO CYP2D6
3INDIVIDUOS *1/*1
3INDIVIDUOS *1/*2
1INDIVIDUO *2/*3

Como se puede observar en la tabla 2, se detectaron tres variedades alélicas asociadas con
polimorfismos en los individuos analizados en experimentos anteriores encontrando tres
homacigos variedad *1/*1, tres heter6zigos con variedadades *1/*2 y un heter6zigo *2/*3. Se ha
reportado que estas variedades alélicas tienen impacto en la actividad enzimética de otros
sustratos de CYP2D6.

7.2.6. Relacion genotipo CYP2D6 versus genotoxicida d

Para los siete individuos analizados se evalu6 si existia alguna relacion entre el genotipo CYP2D6
y la genotoxicidad; estos resultados se muestran en las Figs. 17, 18 y 19, donde se observd que
los heterdzigos *1/*2 y *2/*3 difieren de los controles al ser tratados con la anfetamina (Fig. 17) y

solo los *1/*2 en el caso de metanfetamina (Fig. 18).

MICRONUCLEQOS (ANF 1000 NG/ML)
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Fig 17. Comparacion de variedades alelicas de CYP2D 6 y su efecto en la formacion de
micronucleos en linfocitos tratados con anfetamina (1000 ng/ml). Se evaluaron 3 individuos para
*1/*1, 3individuos para*1/*2y 1 individuo pa ra *2/*3.
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Fig 18. Comparacion de variedades alelicas de CYP2D 6 y su efecto en la formacion de
micronucleos en linfocitos tratados con metanfetami na (1000 ng/ml). Se evaluaron 3 individuos
para *1/*1, 3individuos para*1/*2y 1 individ uo para *2/ *3.
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Fig 19. Comparacion de variedades alelicas de CYP2D 6 y su efecto en la formacion de micronucleos
en linfocitos tratados con anfetamina y metanfetami na (1000 ng/ml). Se evaluaron 3 individuos para
*1/*1, 3individuos para*1/*2y 1individuo pa ra*2/*3.



7.2.7. Evaluacion del % recuperado de anfetaminaen  sobrenadante y su
relacion con los genotipos detectados

La actividad enziméatica en los linfocitos para metabolizar las anfetaminas se detecté mediante la
cuantificacibn de ambas anfetaminas en el cultivo de linfocitos por medio de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, calculando el % recuperado y relacionandolo con los
genotipos detectados. Los resultados son mostrados en las Figs. 20 y 21 y se observa que para
ambas anfetaminas la variedad alélica *1/*2 pudiera tener una mayor actividad enzimatica medida

a través del % de recuperacion, aunque estadisticamente no se encontro diferencia significativa.
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Fig 20. Cuantificacion de anfetamina en sobrenadant e de cultivo de linfocitos sonicados 24 horas
despues de tratamiento (1000 ng/ml). Se evaluaron 3  individuos para *1/*1, 3 individuos para *1 / *2

y 1 individuo para *2/ *3, to es el control sin li  nfocitos y el cual a las 24 horas tenia el 100% de la
anfetamina.
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Fig 21. Cuantificacion de anfetamina en sobrenadant e de cultivo de linfocitos sonicados 24 horas
después de tratamiento (1000 ng/ml). Se evaluaron 3  individuos para *1/*1, 3 individuos para *1/ *2

y 1 individuo para *2/ *3, to es el control sin li  nfocitos y el cual a las 24 horas tenia el 100% de la
metanfetamina.

7.2.8. Dilucidando el posible mecanismo de accion

7.2.8.1. Evaluacion de rompimientos de ADN mediante  técnica cometa

En los individuos con genotipo *1/*2 se realizaron experimentos complementarios. El ensayo
cometa fue empleado para evaluar rompimientos de una sola cadena para lo cual se evalu6 el
intervalo de concentraciones empleado en experimentos anteriores (500 a 2500 ng/mL), Las Figs.
22 y 23 nos muestran un comportamiento dosis efecto para ambas sustancias, siendo mayor el
dafio al ADN en las concentraciones mayores, ademas de ser ligeramente mayor para el caso de

metanfetamina.
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Figura 22.- Evaluacion de dafio al ADN, en cultivo d e linfocitos tratados por 24h con dosis de [500,

1000, 1750 y 2500 ng/ml] de anfetamina. [0 ng/ml] e s el control negativo sin tratamiento,
actinomicina-D [0.075 ug/ul] y arsenito de sodio [5 pM] son controles con actividad genotéxica. Los

tratamientos con anfetaminas  mostraron efectos est adisticamente significativos (p<0.01).Se
determinaron 150 lecturas por tratamiento.
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Figura 23.- Evaluacién de dafio afi ADN, en cultivo d e linfocitos tratados por 24h con dosis de [500,
1000, 1750 y 2500 ng/ml] de metanfetamina., [0 ng/m ] es el control negativo sin tratamiento,
actinomicina-D [0.075 pug/pl] y arsenito de sodio [5 MM] son controles con actividad genotdxica. Los
tratamientos con anfetaminas y metanfetaminas mostr aron efectos estadisticamente significativos
(p<0.01).Se determinaron 150 lecturas por tratamien  to.



7.2.8.2. Evaluacién de apoptosis

En modelos animales, principalmente en rata como describimos en la introduccion se ha reportado
la induccién de apoptosis en diferentes tipos de células y se plante6 que ésta era producto de la
formacion de especies altamente reactivas como pueden ser los radicales libres. Por lo anterior,
se determind la induccién de apoptosis por ambas anfetaminas (1000 y 2500 ng/mL). Los
resultados se muestran en la Fig. 24. La anfetamina induce apoptosis estadisticamente
significativa a una concentracion de 2500 ng/mL; en el caso de metanfetamina ambas

concentraciones evaluadas resultaron significativas.
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Figure 24.- Induccién de Apoptosis  N=3individuos por triplicado

7.2.8.3. Evaluacion del efecto del pretratamiento ¢ on un antioxidante.

Datos recientes en rata han asociado la formacion de radicales libres con el dafio producido por
las anfetaminas, asi como la disminucion del dafio por el pretratamiento con antioxidantes Por ello
utilizamos las concentraciones de ambas anfetaminas que producian apoptosis y pretratamos con
dimetiltiourea, un antioxidante que secuestra principalmente radicales del tipo hidroxilo. Los

resultados obtenidos muestran la atenuacion de la apoptosis (fig. 25); Lo anterior aporta evidencia



adicional de que en células humanas la formacién de radicales libres por el tratamiento con

anfetaminas puede ser el mecanismo por el cual se induce el rompimiento del ADN.
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Fig 25. Efecto de la dimetiltiourea (DMTU) en la in ducciéon de apoptosis de la anfetamina y
metanfetamina N=3 individuos por triplicado.



8. DISCUSION

En nuestro pais el consumo de drogas se ha incrementado en los ultimos afios (ENA, 2002) y en
muchos sectores es un serio problema no solo social, sino de salud y de seguridad, tal es el caso
del sector carretero donde se detectd que la principal droga de consumo de los conductores de
transporte publico federal es la anfetamina (Tabla 1). Lo observado en este sector difiere del
comportamiento en otros paises, donde la principal anfetamina de consumo es la metanfetamina
(www.oas.samsha.gov, European Monitoring Centre for Drugs Addiction). No esta claro por qué
los choferes en México prefieren la anfetamina, sin embargo, la explicacion mas sencilla pudiera

ser porque la anfetamina esta mas disponible.

El que sea la anfetamina la sustancia ma&s consumida por el transportista mexicano abre
posibilidades de estudio a diferentes niveles, puesto que a nivel internacional la droga que mas se

ha estudiado es la metanfetamina (www.nida.gov).

En la primera fase de esta tesis se evaluaron las concentraciones de anfetamina, y su metabolito
hidroxilado, en la orina de conductores del sector carretero en los que inicialmente se detecté el
consumo de las mismas durante un operativo federal. Con las concentraciones encontradas se
determind el indice metabdlico, pudiéndose clasificar a estos individuos en tres grupos como lo
muestra la Fig. 1. Los grupos quedaron estratificaron en metabolizadores rapidos (MR),
metabolizadores intermedios (MI) y metabolizadores lentos (ML). Estos hallazgos pusieron en

evidencia las diferencias individuales en el metabolismo de la anfetamina (Miranda et, al., 2007).

Es importante sefialar que los ML pueden presentar mayor riesgo de sobredosis y por
consecuencia mayores efectos farmacoldgicos y toxicolégicos. Las consecuencias que estas
diferencias puedan tener en la conduccion de automdviles y la frecuencia y severidad en los

accidentes requieren ser estudiadas.

Las anfetaminas son metabolizadas por CYP450, fundamentalmente por el CYP2D6. Al comparar
la distribucién de los metabolizadores con la de otros sustratos de CYP2D6, se encontré que
aunque las curvas de distribucion son similares, hay diferencias entre los valores obtenidos La
curva de distribucibn metabdlica para anfetamina (Fig. 2), mostr6 tener indices metabdlicos o
relacion metabdlica (RM) menores que los de debrisoquina (Ingelman-Sundberg et.al., 1999) y los
de dextrometorfano (Mc elroy et.al., 2000) que son dos sustratos tipicos de CYP2D6. Estos datos

aportan evidencia complementaria de que la relacion metabdlica (fenotipo) para CYP2D6 es



sustrato dependiente como algunos autores lo han encontrado en otros modelos célulares
(Marcucci et. al., 2002). Lo anterior confirma la necesidad de determinar el fenotipo para cada
sustrato de CYP2D6.

Cabe sefalar que diversos autores enfocados a una medicina personalizada sefialan la necesidad
de determinar el fenotipo antes de la administracion de un determinado farmaco, con el propdsito
de contar con los datos necesarios para ajustar la dosis del medicamento para cada individuo
(Guttmacher et. al., 2003, Evans, et al.,, 1999). En el caso de la anfetamina, cuya utilidad
terapéutica ha caido en desuso por sus efectos adictivos, la determinacién del fenotipo tiene

implicaciones relevantes para entender la toxicidad individual.

Basados en los hallazgos que se reportd Nishida, et.al., (2003) y con los datos obtenidos de la
tabla 1, se calculd la concentracion en sangre cuyo intervalo para la poblacion evaluada fue de
100 a 5000 ng/mL. Con estos datos se establecio el marco de referencia de las concentraciones a
las que estan expuestos los transportistas estudiados y cuya toxicidad era de nuestro interés.
Complicaciones éticas y legales limitan la evaluacién toxicologica experimental en individuos
sanos es por ello que una alternativa es la utilizacién de modelos animales in vivo o células in
vitro. Para estudiar la toxicidad, se han empleado diversos modelos sobresaliendo la utilizacion de
roedores (Imam et al., 2000, Huang et. al., 2002, Jayanthi, et al., 2004) 6 de células humanas en

cultivo como el linfocito (Gagnon et. al 1992).

Evidencias obtenidas de los modelos mencionados sugieren que las anfetaminas pudieran alterar
el ciclo celular y dafiar el material genético. Por ello se planted la evaluacion en cultivo de
linfocitos humanos de los efectos citotoxicos y genotoxicos del tratamiento in vitro con las
anfetaminas encontradas en los transportistas. Los efectos citotoxicos se presentan en la figura 3,
donde se evaluaron cinco dosis de anfetamina y metanfetamina representativas de las
concentraciones a las que se exponen los transportistas. Ambas sustancias disminuyeron la
viabilidad celular en una relacién dosis-efecto, siendo mayor el efecto de la metanfetamina. La
determinacion de la viabilidad es una prueba indirecta de la citotoxicidad de una sustancia, y los
datos obtenidos mostraron que la metanfetamina es mas citotéxica que la anfetamina, lo que
concuerda con resultados obtenidos en otros modelos animales donde se ha evidenciado por
ejemplo que la metanfetamina es mas neurotdxica (Landenheim et. al., 2000). Llama la atencion
gque se observaron diferencias individuales en los efectos sobre la viabilidad como lo muestran las

figs. 4 y 5 para anfetamina y metanfetamina respectivamente.



Para evaluar la proliferacion celular se determind el indice nuclear descrito en la metodologia
(Fenech 2000). En la fig. 6 se observa que la concentracion evaluada de 1000 ng/ml presenta
diferencias significativas con respecto al control para ambas sustancias evaluadas, lo que nos
indica que la anfetamina y la metanfetamina retardan la proliferacion de los linfocitos en cultivo. Lo
anterior corrobora lo descrito en un estudio donde se reporta una reducciéon de un 30% en la

proliferacion de linfocitos humanos tratados in vitro con anfetaminas (Gagnon et al. 1992).

Cabe mencionar que durante el desarrollo de esta fase del proyecto se publicé un articulo que
mostraba la capacidad de la metanfetamina de inducir microndcleos in vitro y en consumidores de
metanfetamina en poblacién china (Li. et. al., 2003). Por ello iniciamos la evaluacion en nuestro

modelo de la induccién de micronucleos por ambas anfetaminas.

Los resultados presentados en la fig. 7 muestran que ambas anfetaminas son inductoras de MN.
Los valores promedio de micronucleos inducidos como grupo no presentan diferencia significativa.
Sin embargo el andlisis a nivel individual mostré diferencias en la sensibilidad a las anfetaminas
de los diferentes individuos; por ejemplo, en la Fig. 8 se observa que en el individuo A la
anfetamina induce micronucleos en forma signifcativa. En cuanto a metanfetamina en la Fig.9 se
observaron diferencias significativas en la induccién de micronucleos en los individuos A y B.
Debido a las diferencias individuales observadas se amplio la muestra de individuos, evaluandose
la genotoxicidad en otros cuatro individuos. En la Fig 10 se muestran los datos de los efectos de
las anfetaminas en los siete individuos evaluados. Llama la atencion la variabilidad existente en
los individuos 1, 3y 7, en los cuales se observa un incremento en el nUmero de micronucleos
con respecto a sus respectivos controles; en contraste, en los individuos 4 y 5 se observé una
disminucion del numero de micronucleos después del tratamiento con la anfetamina, y en los
individuos restantes 2 y 6 no se observd ningdn cambio entre los controles y los tratados. En el
caso de la metanfetamina que se presenta en la Fig. 11, se observa que en los individuos 1, 2, 3,
7 se incremento la frecuencia de micronucleos de una manera significativa; por el contrario en el

individuo 4 disminuyd el nimero aunque no de manera significativa.

Procurando entender las diferencias en sensibilidad a los efectos genotdxicos de las anfetaminas,
se evaluaron las concentraciones de anfetaminas presentes en los cultivos al principio y al final de
los experimentos, empleando para este propdsito una técnica basada en cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, la cual se desarroll6 y valid6. Se analiz6 el medio de cultivo
que contenia las células sonicadas después del tratamiento. Los resultados muestran que el

porcentaje de la droga en el medio de cultivo disminuye en diferentes proporciones (figs. 12 y 13),



observandose diferencias entre individuos. Esta disminucion apoya la capacidad del linfocito de

metabolizar xenobidticos (Raucy et.al., 1999).

Para comprobar que la disminucién fuera producto del metabolismo, se buscé la presencia del
metabolito hidroxilado utilizando la espectrometria de masas para identificarlo. La fig. 14 muestra
gue se detecta la presencia de los iones téoricos del metabolito hidroxilado. Un experimento
adicional se plante6 para corroborar inequivocamente la presencia del metabolito; el experimento
consistié en el empleo de anfetamina marcada con iso6topo de deuterio. En la fig. 15 se muestra la
presencia y confirmacion del metabolito, la cual se detectdé mediante la conservacién de la marca

de deuterio.

En el linfocito se han detectado CYP1Al, CYP1B1, CYP2EL, CYP2D6 y CYP3A5. Aunque la
presencia de estos CYP sugiere actividad enzimética, pocas han sido las substancias cuyo
metabolismo ha sido evaluado en los linfocitos (Raucy et al. 1999). En estudios realizados en
ratas y en ratones se reporta que las anfetaminas son metabolizadas por el CYP2D6 (Law et al.
2000, Kreth et al. 2000, Lin et al 1997). También las evaluaciones realizadas en sistemas in vitro
con microsomas hepaticos o levaduras transgénicas sefialan al mismo citocromo (Wu et al. 1997).
En este trabajo se empled una técnica para detectar la presencia del trascrito de CYP2D6 en los
linfocitos de nuestro modelo de estudio (Rodriguez., et al. 2001). En la fig. 16 se puede observar

la confirmacion de que en los linfocitos humanos evaluados el gen del CYP2D6 se expresa.

La implicacion de CYP2D6 en el metabolismo hizo necesario considerar el efecto de la existencia
de polimorfismos en este citocromo, por lo menos cinco variantes alélicas han demostrado tener
consecuencias para la funcion enzimética de CYP2D6, ademas de una frecuencia de distribucién
diversa en la poblacion humana (Tribut et al. 2002, Ingelman-Sundberg et al. 1999). Para la
determinacion de algunos polimorfismos que han demostrado tener impacto en la actividad
enzimatica del CYP2D6, se emplearon técnicas basadas en la amplificacion de fragmentos del
gen CYP2D6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente digestion
con enzimas de restriccion. Tambien fue necesario amplificar el gen CYP2D6 con iniciadores
“primers” especificos para eliminar a los pseudogenes CYP2D7 y CYP2D8 y que éstos no
influyeran en la deteccion de los polimorfismos. En la tabla 2 se presentan las tres variedades
alélicas asociadas con polimorfismos y que se encontraron en los individuos analizados, tres
homacigos variedad *1/*1, tres heterdcigos con variedades *1/*2 y un heterdcigo *2/*3. Se ha
reportado que estas variedades alélicas tienen impacto en la actividad enzimética de otros
sustratos de CYP2D6 (Marcucci., et. al. 2002 ).



El contar con el genotipo (variedades alélicas) de los siete individuos analizados nos permitio
evaluar si existia relacion entre la variedad alélica de CYP2D6 y la genotoxicidad encontrada en
los experimentos. Las Figs. 17, 18 y 19 muestran que los heterdcigos *1/*2 y *2/*3 difieren de los
controles al ser tratados con la anfetamina (Fig. 17). Para el caso de la metanfetamina solo *1/*2
presentd diferencias (Fig. 18). Lo anterior nos lleva a considerar la necesidad de evaluar la
contribucién de los polimorfismos de CYP2D6 en la genotoxicidad, lo que podria explicar parte de

la variabilidad individual.

Considerando que en experimentos anteriores se habia demostrado la competencia metabdlica de
los linfocitos y la presencia del transcrito de CYP2D6 se cuantificaron ambas anfetaminas en el
cultivo de linfocitos por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
calculando el % recuperado y relacionandolo con los genotipos detectados. Los resultados son
mostrados en las Fig. 20 y Fig. 21 y se observa que para ambas anfetaminas la variedad alélica
*1/*2 presenta una mayor actividad enzimatica medida a través del % de recuperacion. Aunque

estadisticamente no se encontraron diferencias significativas.

Con el propdsito de entender estos hallazgos se plantearon experimentos que aportaran datos
para elucidar el posible mecanismo de accién para la variedad alélica que mostré mayor
susceptibilidad individual, para lo cual se realizaron experimentos complementarios en los
individuos con genotipo *1/*2. El ensayo cometa fue una alternativa que se emple6 para evaluar
rompimientos de una sola cadena del ADN, evaluando el intervalo de concentraciones a que los
conductores de transporte federal se exponen (500 a 2500 ng/mL). Las Figs. 22 y 23 muestran un
comportamiento dosis efecto para ambas sustancias siendo mayor el dafio al ADN en las

concentraciones mayores, ademas de ser ligeramente mayor para la metanfetamina.

En modelos animales, principalmente en rata se ha reportado la inducciébn de apoptosis en
diferentes tipos de células, planteandose que es producto de la formacion de especies altamente
reactivas como pueden ser los radicales libres (Huang, 2002, Imam 2001). En nuestro modelo se
determind la induccion de apoptosis por ambas anfetaminas utilizando dos concentraciones, 1000
y 2500 ng/mL. Los resultados se muestran en la Fig. 24 y confirman que la anfetamina induce
apoptosis a una concentracion de 2500 ng/mL, siendo estadisticamente significativa. En el caso

de la metanfetamina ambas concentraciones evaluadas resultaron estadisticamente significativas.

Dado que la formacién de radicales libres podria ser el mecanismo por el cual las anfetaminas
produjeran el dafio al DNA, utilizamos las concentraciones de ambas anfetaminas que producian

apoptosis y se pretrataron los cultivos con dimetiltiourea, un antioxidante que secuestra



principalmente radicales del tipo hidroxilo. Los resultados obtenidos muestran la atenuacién de la
apoptosis (fig. 25), aportando evidencia adicional de que en células humanas la formacion de
radicales libres por el tratamiento con anfetaminas podria ser el mecanismo por el cual se induce
el rompimiento del ADN, lo que podria explicar la citotoxicidad y relacionarse con el retraso en la
proliferacion celular. Para el caso de la genotoxicidad se debe considerar un factor clave que es la
variedad alélica. En nuestros experimentos la variable *2 fue mas susceptible, lo anterior es
posible que tenga que ver con el mecanismo por el que se metabolizan las anfetaminas (Groot.,
et. al., 1997), pero para corrobar y apoyar esta nueva hipotesis se requieren estudios orientados

hacia el mecanismo de accion.



9 CONCLUSIONES

1. En un estudio en 109 individuos que resultaron positivos al consumo de anfetamina se
determind el fenotipo mediante la distribucion de la relacibn metabdlica (RM). Los
resultados mostraron una distribucion en campanas sobrelapadas, tipico de los
polimorfismos del CYP2D6. Cinco mostraron ser metabolizadores lentos (ML); 90 fueron
metabolizadores rapidos (MR) y 14 se comportaron como metabolizadores intermedios
(M1).

2. El tratamiento in vitro de linfocitos humanos con anfetamina y metanfetamina mostré una
disminuciéon en la viabilidad con un comportamiento dosis-efecto. Las dosis mayores
mostraron un claro efecto citotoxico. Asi también ambas sustancias retardaron la cinética
de proliferacion de los linfocitos

3. Se encontro variabilidad individual en la respuesta genotdxica a ambas anfetaminas.

4. Se demostrd que el linfocito tiene la capacidad de metabolizar las anfetaminas y que
expresa el transcrito del gen CYP2D6. Asi también se encontr6 que las muestras de
sangre evaluadas presentaban diferentes variantes alélicas.

5. Se detectd que los heterocigos que tienen el alelo *2 presentaron una mayor sensibilidad
a los efectos genotoxicos

6. Ambas anfetaminas inducen apoptosis en los linfocitos siendo mas clara la induccién por la
metanfetamina. Esta induccibn de apoptosis se pudo revertir con el empleo de
dimetiltiourea, un protector contra radicales libres de tipo hidroxilo.

7. Los datos obtenidos indican que los efectos genotdxicos causados por ambas
anfetaminas son producidos por radicales libres emanados de la hidroxilacién de las
anfetaminas por el CYP2D6 y que los polimorfismos de este ultimo contribuyen a las
diferencias observadas en la sensibilidad individual a las anfetaminas.
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