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Lo que convierte la vida en una
bendiciébn no es hacer lo que
nos gusta, sino que nos guste
lo que hacemos (Goethe).
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Muchos de nuestros suefios al
principio parecen imposibles, luego
parecen improbables, pero cuando
nos comprometemos firmemente,
se vuelven inevitables. (Reeve)

Estar preparado es importante,
saber esperar lo es alun mas,
pero aprovechar el momento
adecuado es la clave de la vida
(Arthur Schnitzler).
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1. RESUMEN

En la actualidad el consumo de sustancias de abuso representa un problema de
salud a nivel mundial y nuestro pais no esta exento de este fenbmeno, ya que en
la ultima Encuesta Nacional de Adicciones 2008 (ENA), se reporta que el consumo

de sustancias de abuso esta en aumento (0.7% respecto a la ENA 2002).

Entre las sustancias de abuso una de las mas utilizadas son las anfetaminas, las
cuales pertenecen a la familia de las aminas simpaticomiméticas de accién
indirecta y son metabolizadas por CYP2D6, una enzima del la familia del

citocromo P450.

La mayoria de los estudios acerca de los efectos de las anfetaminas se refieren a
problemas de adiccion y efectos sobre el sistema nervioso central (SNC), sin
embargo, son escasos los reportes sobre su metabolismo y genotoxicidad, por
este motivo el objetivo de este trabajo es estudiar la relaciébn entre los
polimorfismos genéticos de la enzima que metaboliza a las anfetaminas y los
efectos genotdxicos inducidos por estas drogas. Este estudio se dividié en dos
fases: 1) Determinacién del genotipo de CYP2D6 de los individuos en estudio, 2)

Evaluacion de la genotoxicidad, citotoxicidad y la deteccién de apoptosis.

En la primera fase se genotipificaron 41 individuos de entre 20 y 30 afios de edad,
obteniéndose la siguiente distribucion de los genotipos para la enzima CYP2D6:
56.1% para CYP2D6*1/*1, 31.8 % para CYP2D6*1/*2, 7.3% para CYP2D6*2/*4,
2.4% para CYP2D6*1/*9 y 2.4%, CYP2D6*1/*10

En la segunda fase del estudio se evalu6 el efecto genotodxico, citotéxico y
citostatico, ademas de la induccion de apoptosis, para lo cual se realizaron cultivos
de linfocitos tratados con anfetamina y metanfetamina 1000 ng/ml, se
seleccionaron 6 de los individuos genotipificados en la fase 1; tres individuos con
el genotipo CYP2D6*1/*1 (enzima activa) y tres individuos con genotipo
CYP2D6*2/*4 (enzima inactiva).

o
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Los resultados obtenidos muestran que ninguna de las dos anfetaminas utilizadas
para este estudio presenta un efecto citotdxico, ni afectan la proliferacion celular.
Respecto a la induccion de apoptosis se observé un aumento significativo en los
linfocitos de los individuos con el genotipo 2*/4* tratados con metanfetamina.
Ademas, los resultados indicaron que la frecuencia de micronlcleos aumenté
significativamente en los individuos que poseen el genotipo CYP2D6*2/*4

(inactivo).

Este trabajo aporta evidencia de que las anfetaminas producen genotoxicidad y
que este efecto esta relacionado con la presencia de polimorfismos genéticos en

CYP2D6, la enzima que lleva a cabo su metabolismo.

©
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2. INTRODUCCION

2.1 SUSTANCIAS DE ABUSO

El uso y abuso de sustancias adictivas constituye un fendmeno complejo que tiene
consecuencias adversas en la salud de los consumidores, la integracion familiar,
el desarrollo y la estabilidad social. Aunque en la actualidad todos estamos
expuestos a estas sustancias, hay grupos mas vulnerables a sufrir las
consecuencias negativas por su consumo, tal es el caso de los nifios y jovenes,
quienes pueden llegar a truncar su posibilidad de desarrollo personal y de realizar

proyectos positivos de vida.

Las adicciones son un problema de salud publica que ha crecido en los ultimos
veinte afios de manera exponencial. Drogadiccién es un término general que se
refiere a la incapacidad de abandonar la busqueda de drogas; teniendo posibles
aumentos en su consumo o el desarrollo de tolerancia a sus efectos placenteros,

ademas de dependencia fisiolégica o psicolégica®.

Popularmente el término droga es utilizado para referirse a sustancias de uso
ilegal, el abuso de drogas ilicitas se ha definido como el uso de un producto
quimico para conseguir un efecto farmacoldgico deseado en una forma impropia,

estableciendo a su vez un patrén patolégico de uso.

El consumo compulsivo de estas sustancias de abuso produce dependencia
psicoldgica, fisiolodgica y tolerancia, mientras que la intoxicacion ya sea de forma
aguda o cronica puede producir problemas fisicos, psiquicos que pueden conducir

a secuelas permanentes e inclusive la muerte 2.
2.1.1 Situacion en México

Las encuestas sobre el uso, abuso y dependencia de sustancias psicoactivas, han
constituido un valioso instrumento para la toma de decisiones, ademas de ser una

ventana a través de la cual la sociedad puede observar, vigilar asi como evaluar el

By
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impacto de las acciones que se ponen en marcha para controlar este importante

problema de salud publica.

En México a la fecha, se han realizado cinco encuestas nacionales sobre este
tema, la primeras cuatro se realizaron en los afios 1988, 1993, 1998 y 2002,
mientras el aflo 2008 se publicé la ultima (realizada entre los afios 2007 y 2008),
en la cual se informa que el consumo de drogas ilegales (mariguana, cocaina y
sus derivados, heroina, metanfetaminas, alucindgenos, inhalables y otras drogas)
y médicas ha aumentado 0.7%. Por grupos de poblacién se observa que si bien el
consumo de drogas ilegales es mayor en los hombres (en una proporcién de 4.6
hombres por cada mujer), el indice de crecimiento es mayor en las mujeres
aumentando de 1% en 2002 a 1.9% en 2008, mientras que el consumo en
hombres solamente se incremento de 8 a 8.8%.

La mariguana y la cocaina contindan siendo las sustancias preferidas por la
poblacion, sin embargo ocurrieron incrementos importantes en el consumo de
otras sustancias adictivas como el “crack” y las metanfetaminas, cuyo consumo

aumento seis veces?’.

©
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3. ANTECEDENTES

3.1. ANFETAMINAS

Las anfetaminas son farmacos que pertenecen a la familia de las aminas
simpaticomiméticas de accion indirecta, estan relacionadas estructuralmente con
la noradrenalina, sin embargo solo ejercen una accion deébil sobre los receptores
adrenérgicos ya que no son totalmente especificos en sus acciones. Estos
farmacos tienen importantes efectos sobre el sistema nervioso central, ademas de
gran riesgo desarrollar tolerancia, lo que justifica su tendencia a causar

dependencia.

Las anfetaminas bajo uso prolongado son neurotéxicas, ocasionando la
degeneracion de las terminales nerviosas que contienen aminas y al final incluso
podrian producir muerte celular, lo cual posiblemente se deba a la acumulacion de
metabolitos reactivos de los compuestos de origen dentro de las terminaciones

nerviosas”.

En la actualidad el término anfetaminas incluye un grupo de compuestos
relacionados estructuralmente como son: la anfetamina, metanfetamina,

hidroxianfetamina e hidroximetanfetamina®.

La anfetamina (1-metil-2-feniletilamina) fue el primer miembro del grupo en ser
sintetizado (1887) sin embargo, fue muchos afios después cuando se descubrio la
principal actividad farmacoldgica de esta molécula. En 1920 se descubrié que las
anfetaminas presentaban propiedades estimulantes del SNC, asi como utilidad
clinica en la narcolepsia y el sindrome hiperactivo en nifios, pero fue en 1932
cuando la anfetamina se comercializO como descongestionante nasal y como
estimulante respiratorio, para 1937 se registraron nuevos compuestos de
anfetaminas como farmacos broncodilatadores, anoréxicos y antidepresivos.
Paralelamente a la amplia difusién de su empleo terapéutico, se hicieron evidentes

los efectos indeseables de estas sustancias y su alto potencial de abuso.

o
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En 1959 como resultado de esto, la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos

E.U.A) en un intento de frenar su alto consumo, prohibio la comercializacion de

varios derivados de las anfetaminas.

El abuso en el consumo de anfetaminas constituye un grave problema de salud
publica, al ser las drogas de prescripcion mas usadas por los adolescentes y
adultos y mas aun que la metanfetamina es la segunda droga ilicita mas popular

en todo el mundo.
3.1.1. ESTRUCTURA QUIMICA

Las anfetaminas son bases débiles cuyos pKas oscilan alrededor de 9.7-9.9,
generalmente se producen por medio de sintesis quimica en la industria

farmacéutica o en laboratorios clandestinos.

Las anfetaminas son derivados de la feniletilamina (Figura 1), la cual es la
estructura base de las aminas simpaticomiméticas y otras sustancias naturales
adrenérgicas como la adrenalina y noradrenalina. La anfetamina y metanfetamina
se diferencian quimicamente entre si, en que la segunda presenta una sustitucion
de un hidrogeno en el grupo amino por un metilo (ver Figura 1), hecho que le
representa un aumento en sus propiedades lipofilicas y por ende su actividad

farmacoldgica.

7 o 00 CHy s
Fj o4 ° °
CH, H_cl:_N\ et H_G_N:o .}:’3. o
| o H I H
CH, H, H,
A) FENILETILAMINA B) ANFETAMINA C) METANFETAMINA

Figura 1. Estructura quimica de la feniletilamina y sus dos principales derivados la anfetamina y la

metanfetamina.
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3.1.2. PROPIEDADES FiSICAS.

La anfetamina es un polvo cristalino, de sabor amargo, soluble en agua y
ligeramente soluble en alcohol, mientras que la anfetamina producida ilegalmente
es un polvo fino, aspero, presenta cristales y trozos de color blanco-amarillento,
olor fuerte (resultado de la depuracion incompleta de reactivos y/o solventes

usados en su fabricacién)?.
3.1.3. FARMACOCINETICA

Absorcidn. Las anfetaminas se absorben en el tracto gastrointestinal, el maximo
nivel plasmético se obtiene a las dos primeras horas y su completa absorcion
requiere de 4-6 h, atraviesan libremente la barrera hematoencefalica, con mayor
facilidad que otras aminas simpaticomiméticas de accion indirecta, lo que podria

explicar los fuertes efectos a nivel del sistema nervioso®.

Distribucion. Se distribuyen practicamente a todos los tejidos, manteniendo una
mayor concentracion en pulmon, higado, cerebro, bazo y rifion. Tienen escasa
unién a proteinas plasmaticas (15 a 30%) y un elevado volumen de distribucién
(3.2-5.6 L/kg)°.

Metabolismo. Las anfetaminas se metabolizan mediante seis procesos quimicos;
hidroxilacion aromatica, hidroxilacion alifatica, N-desalquilacién, desanimacién
oxidativa, N-oxidacion y conjugacion con el nitrégeno. La principal enzima

encargada de su metabolismo es CYP2D6 ®.

La anfetamina es metabolizada por medio de hidroxilacion, mientras que la
metanfetamina se metaboliza principalmente a través de N-desmetilacion para
producir anfetamina e hidroxilacion aromatica para formar 4-hidroximetanfetamina

tales reacciones son mediadas por el citocromo P450 2D6 (ver Figura 2) ®.
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\ Hidroxilacién aromatica

|
I Metanfetamina

Figura 2. Participacion de CYP2D6 en el metabolismo de la anfetamina y metanfetamina.

Es poco probable que los metabolitos de la anfetamina y metanfetamina
contribuyan de manera significativa a los efectos clinicos sin embargo, la
participacion del citocromo P450 2D6 polimorfico puede contribuir a la variabilidad

interindividual en el metabolismo®.

Eliminacién. Aproximadamente un 30% de la dosis administrada es excretada
intacta mediante la orina, la velocidad de eliminacién varia conforme al pH urinario;
en orina alcalina las anfetaminas se presentan en una forma no ionizada, por lo
cual son reabsorbidas por los tubulos renales, mientras que en orina acida se encuentran

en forma ionizada por lo que su velocidad de eliminacién aumenta*

Efectos farmacoldgicos y aplicaciones clinicas. Son utilizadas principalmente
en el tratamiento del trastorno de déficit de atencién con hiperactividad (TDAH)*
También resultan ser Utiles en el tratamiento de la narcolepsia, aunque su eficacia
no es completa. En cuanto a su uso como inhibidoras del apetito se han dejado de

utilizar debido al gran riesgo de producir hipertension pulmonar.

En los paises donde se ha permitido su consumo son utilizadas para el alivio la
fatiga, levantar el animo, inducir furor y prolongar el insomnio. La anfetamina es
aprobada por la FDA para el tratamiento TDAH y la narcolepsia mientras que la

metanfetamina es aprobada para el tratamiento del TDAH y la obesidad.
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Sus principales efectos son producidos al aumentar los niveles sinapticos de las
aminas biogénicas como la dopamina, la norepinefrina y la serotonina a través de

multiples mecanismos™®.

Efectos farmacoldgicos: a nivel periférico pueden causar broncodilatacion,
elevacion de la presion arterial, vasoconstriccion, aumento en la frecuencia
cardiaca, inhibicion de la motilidad intestinal, estimulacién locomotriz, euforia

ademas de excitacion®.

A dosis bajas a moderadas utilizadas en algunos experimentos clinicos (5-30 mg),
las respuestas sobresalientes de las anfetaminas incluyen fatiga, excitacion,
euforia, estado de animo positivo, ritmo cardiaco acelerado, presion arterial
elevada, dilatacién de las pupilas, aumento de la temperatura, apetito reducido,
desinhibicion del comportamiento y mejora a corto plazo en los dominios
cognitivos incluyendo atencion sostenida. En cuanto a las respuestas negativas, la

ansiedad es frecuentemente reportada®.
3.1.4. Efectos adversos

Se sabe que la exposicion de animales de experimentacion a dosis agudas o altas

de las anfetaminas altera las neuronas dopaminérgicas.

Las altas dosis de anfetaminas en monos producen hiperemia y hemorragia,
mientras que la administraciébn parenteral de anfetaminas en roedores puede
producir hinchazén o reduccién de los axones dopaminérgicos y el déficit de

serotonina®.

Se ha observado que las anfetaminas causan dafio neurotdxico en las neuronas
corticales de ratas y éste esta relacionado con las dosis administrada y el tiempo

de exposicién™!.

Los mecanismos responsables de la neurotoxicidad inducida por anfetaminas no
han sido plenamente identificados, sin embargo la evidencia sugiere que los altos

niveles de dopamina citoplasmatica, asociada con la interrupcion de anfetamina,
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mediada de su almacenamiento vesicular conduce a la acumulacion de especies

reactivas de oxigeno, lo puede causar estrés oxidativo™.

La limitada utilidad clinica de las anfetaminas se contrarresta por los multiples
efectos adversos que producen entre los que se puede mencionar hipertension
arterial, insomnio, temblores, riesgo de exacerbacion en la esquizofrenia y riesgo
de dependencia.

Efectos generales. Insomnio, irritabilidad, debilidad, mareos, temblor, confusion,
delirio, estados de panico y las tendencias suicidas.

Efectos cardiovasculares. Palpitaciones, arritmias cardiacas, hipertension
colapso circulatorio.

Efectos gastrointestinales. Nauseas, vomito, dolor abdominal y diarrea .

3.2. FARMACOGENETICA

Las variaciones individuales en las respuestas farmacoldgicas o toxicologicas a
determinadas dosis de farmaco pueden ser influenciadas por una variedad de
factores tales como el sexo, edad, funcion renal y hepatica, interacciones farmaco-
farmaco, farmaco-alimentos y la variabilidad genética.

La farmacogendmica es una ciencia que se encarga del estudio de las variaciones
individuales en el genoma humano, que pueden alterar la expresion y actividad
funcional de una proteina codificada, lo que se podria relacionar con las diferentes

respuestas a los tratamientos farmacolégicos utilizados®.

Aunque existen multiples factores que pueden afectar la respuesta de farmacos,
algunos de estos factores predominantes son las diferencias interindividuales en la

funcion y/o la expresion de enzimas que los metabolizan.
3.3. CITOCROMO P450

En las dUltimas décadas, los estudios de farmacogenomica han puesto de
manifiesto que los polimorfismos genéticos de diversas enzimas pueden alterar las

reacciones que se producen tras el consumo de farmacos.
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El propdsito basico del metabolismo de los farmacos en el organismo, es hacerlos
mas solubles y de esta manera facilitar su excrecion. Las reacciones metabdlicas
gue comunmente se llevan a cabo después de la administracion de un farmaco,
implican la alteracion de los grupos funcionales de la molécula (por ejemplo, la
oxidacion) a través de las enzimas del citocromo P450 3.

La familia del citocromo P450 est4d conformada por enzimas hemotiolato con
propiedades oOxido reductoras conocidas como monoxigenasas. Estas enzimas
son mas predominantes en el higado, pero también se pueden encontrar en

intestino, pulmones y otros érganos™®.

En el hombre hay alrededor de 30 enzimas del citocromo P450 que son
responsables del metabolismo de diversos farmacos, se estima que alrededor del
90% de las reacciones de oxidacion de farmacos se atribuyen a seis enzimas de
esta familia de CYP: 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1y 3A4 .

La forma sistematica de nombrar a los integrantes de la familia del citocromo P450
es usando el simbolo CYP como abreviatura de citocromo P450, seguida de un
numero arabigo (CYP2) que corresponde a la familia a la que pertenece (donde de
manera general se asume que entre las familia la identidad y la homologia
estructural debe ser menor o igual al 40%), posteriormente se coloca una letra que
corresponde a la subfamilia (CYP2D) donde la homologia debe ser superior al
40%, a continuacion se colca un numero arabigo que corresponde a la isoenzima
(CYP2D6) y un asterisco (*) seguido de un numero que nos describe la variedad
alélica (CYP2D6*1) #%°,

Una mutacion en alguna de las enzimas del citocromo P450 puede afectar las
tasas metabdlicas de los farmacos, por ejemplo, mutaciones en CYP2C9 pueden
disminuir el metabolismo de la warfarina, lo que llevaria a complicaciones
hemorragicas. Algunas de las enzimas del citocromo P450 comparten los mismos
mecanismos de activacion, represion y regulacion por lo que la presencia de
polimorfismos genéticos en coactivadores, cosupresores, o reguladores pueden
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afectar las tasas metabdlicas de las sustancias metabolizadas por estas

enzimas?®.
3.3.1. CYP2D6

Uno de los polimorfismos genéticos mas estudiados que se sabe influyen en el
metabolismo de los farmacos es el de la enzima CYP2D6, cuyo descubrimiento
establecié un nuevo interés en el papel de la farmacogenética para la préactica

clinica®?.

La enzima CYP2D6 juega un papel vital en el metabolismo de aproximadamente
un 25% de los farmacos de uso clinico, incluyendo muchos B-bloqueadores,
antidepresivos, antipsicéticos y analgésicos. Se sabe que varios agentes
farmacoldgicos, como la paroxetina, fluoxetina y bupropién, inhiben fuertemente la
actividad enzimatica de CYP2D6.

Los sustratos del CYP2D6 son bases lipofilicas con un atomo de nitrégeno
protonable, presentando una alta afinidad por alcaloides'’.En algunos casos,
CYP2D6 podria ser la principal enzima responsable de la Fase | del metabolismo

de estos sustratos.

El gen CYP2D6 se localiza en el cromosoma 22g13.1, contiene dos pseudogenes
vecinos, CYP2D7 y CYP2D8. A pesar de que CYP2D6 es un polipéptido de tan
solo 497 aminoacidos podria tener importantes implicaciones en el metabolismo

de los farmacos.

La evoluciéon del locus humano de CYP2D ha consistido en la eliminaciéon de tres
genes, la inactivacion de dos (CYP2D7P y CYP2D8P) y la inactivacion parcial de
uno (CYP2D6).

Se han descrito hasta la fecha mas de 100 variantes alélicas de la CYP2D6, la
incidencia de polimorfismos genéticos de esta enzima ha demostrado que varia
segun la raza y el origen étnico. En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas

generales de las variantes alélicas de CYP2D6 mas estudiadas.
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Tablal. Caracteristicas de las principales variantes alélicas de CYP2DG6.

EXON | POSICION ADN MUTACION EFECTO VARIEDAD ALELICA
(www.imm.ki.se)

1 100 C*T P34S *4,%10

2 1023 C*T T1071 *17

3 1707 DELT FRAME SHIFT *6

4 1846 G*A SPLICING DEFECT *4

5 2549 DELA FRAME SHIFT *3

5 2613 DEL AGA L 281 DEL *9

6 2850 C*T R296 C *2,*¥17

9 4180 G*C S486T *2,%10,*17,*4

La variantes alélicas de CYP2D6 se pueden clasificar de acuerdo a la eliminacién,
disminucion, aumento o alteracion cualitativa de la actividad catalitica en las
siguientes categorias: metabolizadores répidos a los individuos homocigotos
para alelos que producen enzimas con actividad normal (por ejemplo, CYP2D6
*1); metabolizadores intermedios o pobres a aquellos con una o dos variantes
alélicas con actividad reducida o nula.; metabolizadores ultrarrapidos a los
individuos que llevan varias copias del gen CYP2D6 asociados con la actividad
enzimatica alta Un ejemplo de esto, es el alelo *2 el cual puede ocasionar
duplicacién o multiplicacién del gen, dando origen hasta 13 copias adicionales en

un genoma unico.

Los alelos CYP2D6 mas estudiados son el alelo (*1), el alelo de alta actividad
(*2xN), los alelos con funcionamiento intermedio (*10, *9, *17, *41), y los alelos no
funcionales (*3 ,*4 *5, y *6)'".

Es importante mencionar que ademas de los polimorfismos genéticos, las
interacciones farmacolégicas también pueden influir en la actividad enzimatica de
CYP2D6.

©

24



3.4 TOXICOLOGIA

3.4.1 TOXICOGENOMICA

Los avances sin precedentes en la biologia molecular durante las dos ultimas
décadas han dado lugar a un aumento en el conocimiento sobre la estructura y la
funcién del gen, estos avances a su vez conllevan una nueva subdisciplina de la
Toxicologia denominada "Toxicogendmica”. Esta se define como el estudio de la
relacion estructura actividad del genoma y los efectos biolégicos adversos de
agentes exdgenos. Esta definicion incluye el estudio de los productos celulares
controlados por el genoma (RNA mensajeros, proteinas, metabolitos, etc).

La diversidad genética ha sido reconocida como un factor importante en las
reacciones que presenta un individuo a la exposicibn de una sustancia
(contaminantes del medio ambiente, drogas, ademas de productos quimicos
sociales como el alcohol y el tabaco). La identificacion de riesgos y andlisis dosis-
respuesta combinados con los estudios epidemiolégicos son importantes en la
evaluacion de la variabilidad de riesgo individual®.

La respuesta a xenobidticos depende de numerosos eventos, cada uno
presuntamente controlado por los productos de diferentes genes, los cuales
pueden interactuar con factores ambientales, dando como resultado una variacion

particular en los efectos toxicos .

Debido a la gran importancia de las consecuencias adversas que los agentes
genotoxicos provocan en los seres vivos y dada la estrecha relacion que existe
entre la toxicidad genética, mutaciones, cancer y otras enfermedades, la
Toxicologia Genética estd desempefiando un papel importante, al utilizar sus
conocimientos con fines preventivos y de esta manera contribuir a mejorar la salud

publica.
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3.4.2. GENOTOXICIDAD

Es importante que antes de comercializar un farmaco o sustancia quimica, estos
sean evaluados para evitar posibles efectos adversos en la salud de los seres
humanos que los consumiran. Muchas de estas sustancias resultan ser
genotoxicas causando dafio en el DNA, ademas de poder alterar la integridad de

los cromosomas v la viabilidad de las células®.

Ya que la replicacién del DNA no es un proceso totalmente perfecto, se pueden
producir cambios genéticos espontaneos tanto a nivel de nucleotidico como a nivel
cromosomico, por tal motivo la induccion estos cambios genéticos puede conducir
a diversos efectos tales como: anomalias, malformaciones, enfermedades e
incluso la muerte. Las células disponen de varios mecanismos de reparacion del
DNA, que pueden llevar a la eliminacion de los diferentes tipos de lesiones de

manera eficiente, precisa y de esta forma mantener la integridad del genoma.

Los defectos en la reparacion del DNA dan lugar a: un aumento en la sensibilidad
a los agentes que dafian el DNA, la acumulacibn de mutaciones, diversos
trastornos metabdlicos, muerte celular, envejecimiento acelerado, enfermedades

genéticas o el desarrollo de cancer.

En los ensayos de genotoxicidad se llevan a cabo, tanto evaluaciones in vitro
como in vivo, donde se evallan las mutaciones y aberraciones cromosémicas

producidas por la exposicion a diferentes agentes quimicos.

El dafio genético se puede clasificar en dos categorias: los efectos detectables
mediante analisis citoldgico de los cromosomas (macrolesiones) y los cambios que

ocurren a nivel nucleotidico (microlesiones).
3.4.2.1. TIPOS DE MUTACIONES EN LA MOLECULA DE DNA

Existen cambios que pueden ocurrir de manera espontanea, los cuales pueden

originar distintos tipos de mutaciones.
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Ademas de las mutaciones puntuales pueden producirse dafios que afectan a
mas de una base como lo pueden ser las deleciones, inserciones, 0 expansion de
repeticiones de tripletes. Con respecto a la funcién se pueden distinguir las

siguientes mutaciones:

a) Silenciosas: No se observa efecto en el fenotipo. Corresponden a cambios de
bases en regiones no codificantes que no tienen secuencias reguladoras. Cambio
de un coddn codificante por otro codon sindnimo, sin alterar la secuencia de

aminoacidos de la proteina.

b) Cambio en el marco de lectura. Se produce un cambio en el marco de lectura

de los tripletes, por la pérdida o adicién de una o dos bases (o multiplos de dos).

c) Sin sentido. Se deben al cambio de una base, lo que provoca que un triplete
codificante se transforme en uno de paso, lo que determina la interrupcién 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 potenciador.

f) De expansion de repeticion de tripletes. Aumento en el nUmero de copias de un
trinucleétido, en los ultimos afios reconocido como factor implicado en varias

enfermedades hereditarias humanas.

Las mutaciones espontaneas se deben fundamentalmente a errores durante la
replicacion del DNA y pueden ser promovidas por la propia inestabilidad quimica
de la molécula de DNA. Ademas de los errores derivados de la replicacion hay que
tener en cuenta los errores en la reparacion e incorporacién de bases modificadas

que presenten propiedades ambiguas de reparacién®.
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3.4.2.2. LESIONES DEBIDAS A LA ACCION DE AGENTES FiSICOS Y
QuUiMICOS

Distintos agentes fisicos y quimicos son capaces de producir lesiones en el DNA,
si estas no son reparadas pueden convertirse en mutaciones. El primer agente
mutagénico conocido fue los rayos X, posteriormente se comprobo que la luz UV y
todas las radiaciones ionizantes (rayos X, alfa, beta, gama, etc.) son mutagénicas
en todos los organismos y capaces de inducir tanto mutaciones génicas como

cromosémicas, en general su efecto es acumulativo®.

Respecto a los agentes quimicos, el gas mostaza y sus derivados fueron los
primeros mutagénos quimicos descubiertos. Actualmente existen un gran nimero
de agentes quimicos capaces de modificar los nucle6tidos. Resulta importante
mencionar que las mutaciones son producidas al azar (independientemente del
tipo de agente mutagénico), es decir que aungue el agente mutagénico tenga un
mecanismo de accion determinado, el nucleotido afectado pude estar en cualquier

posicion®.
3.4.3. ENSAYOS PARA LA EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD

A través de los afios varias pruebas validadas se han empleado para la evaluacién
del los efectos genotoxicos; las mas utilizadas en ensayos in vitro son la prueba de
Ames y el ensayo de linfoma de ratén (ELR) en las cuales se realiza la deteccién

de mutaciones genéticas®.

Para detectar el dafio cromosémico causado por diversas sustancias se realizan
diversos ensayos, entre los mas utilizados se encuentra; la deteccion de
aberraciones cromosémicas y la técnica de micronucleos mediante el bloqueo de
la citocinesis, en algunos estudios el ensayo cometa es comunmente utilizado

para la deteccién de este tipo de dafio®.
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3.4.3.1. ENSAYO DE MICRONUCLEOS

El ensayo de micronucleos (MN) es ampliamente utilizado como una prueba in
vitro de genotoxicidad. En los seres humanos, la mayoria de los estudios de MN

se realizan en cultivos de linfocitos de sangre periférica.

Los MN se forman de cromosomas acéntricos, fragmentos de cromatidas o
cromosomas enteros que se quedan rezagados en anafase, por lo que

permanecen fuera de los nicleos hijos en telofase?®.

El ensayo de MN mediante el bloqueo de la citocinesis, se basa en la inhibicién de
la citocinesis al agregar citocalasina B (Cyt-B) la cual es un inhibidor del
ensamblaje de microfilamentos, por lo que se evita la separacion citoplasmatica de
las células después de la division celular, éste hecho facilita el analisis de MN al
poder observarse células binucleadas (BN) (ver Figura 3), las cuales son células
que han completado su primera division después del tratamiento con el agente de

prueba o después de la iniciacion de los cultivos.

Los dos fenbmenos basicos que conducen a la formacién de MN en las células
mitéticas son producidos por rupturas cromosémicas o la disfuncidén del aparato

mitético.

Bloqueo de la citocines con citocalasina B A

MN Formacion m o

@—»@@@—»0 o

W \©O

Figura 3. Formacion de micronucleos. A)Mecanismo de formacion de micronudcleos
mediante el bloqueo de la citocinesis. B) Imagen microscopica de un

microntcleo?’.
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3.5. APOPTOSIS

Todos los seres vivos tiene como misiébn fundamental la de reproducirse,
preservando sus caracteristicas esenciales a través de las generaciones. Las
células al reproducirse tendran que asegurar que todo su material genético se

reparta en forma equitativa entre las células hijas resultantes.

Los acontecimientos que ocurren durante la reproduccion celular estan
comprendidos dentro del proceso conocido como ciclo celular, el cual esta
determinado por cinco fases diferentes: la fase S (sintesis) en la que se asegura la
duplicacién del DNA, la fase M (mitosis) en la cual el DNA se reparte exactamente
entre dos nucleos, las fases G; y G, que son fases en donde ocurren multiples
procesos regulatorios del ciclo celular, que anteceden a las fases de sintesis y
mitosis respectivamente, por Gltimo ocurre la citocinesis, en la cual se realiza la
division del citoplasma, para a la formacién dos nuevas células hijas idénticas 2%,
Existe un balance entre el ciclo celular y la apoptosis debido a esto es importante

conocer la relacidén que existe entre ambos procesos.

Durante el final de la fase G;, puede darse inicio a la apoptosis para impedir que
una célula dafiada ingrese a la fase de sintesis, de manera que las mutaciones no
se copien durante la replicacion del DNA, por su parte en la fase G, puede
iniciarse para impedir que las células que no han llegado a la madurez entren en

mitosis?®.

La apoptosis es una forma de muerte celular en organismos eucariotas. Este
fenomeno tiene un papel fundamental durante la embriogénesis, el control
homeostatico, la regresion del tumor y el desarrollo de la respuesta inmune. Puede
dar inicio en varias circunstancias incluyendo, aunque no de forma exhaustiva la
lesion del DNA por radiaciones o por toxinas quimicas, la activacion de una
respuesta de estrés, la desaparicion de los factores de crecimiento, y la activacion

de receptores de trasmision de sefiales especificos.
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En la célula una serie de cambios bioquimicos y morfologicos se producen al
recibir estas sefales especificas. Una familia de proteinas conocidas como
caspasas, se activan en las primeras etapas de la apoptosis. Estas proteinas se
unen a sustratos celulares clave que son necesarios para la funcién celular
normal, el resultado de estos eventos bioquimicos es la aparicion de cambios

morfolégicos en las células y en el DNA®.

Dos son las principales vias que producen apoptosis y ambas culminan en un
programa de muerte comun: la via mitocondrial o intrinseca y la via del receptor de

muerte celular o extrinseca.

Via mitocondrial. Supone la induccién de proteinas especializadas que estimulan
la permeabilidad mitocondrial, lo que da lugar a la liberacion de proteinas
inductoras de la muerte celular que normalmente estan secuestradas dentro de las

mitocondrias.

Las proteinas antiapoptoticas multidominio como Bcl-2 y Bcl X, contribuyen a la
estabilidad mitocondrial, por su parte las proteinas Bax y Bak cuando son

activadas pueden alterar la integridad de la membrana externa.

Diversos estimulos inducen y activan a diferentes proteinas mediante mecanismos
transcripcionales y postranscripcionales, la lesion del DNA contribuye a la
induccion transcripcional mediada por p53, de genes que codifican proteinas con

un dominio BH3 llamadas Puma y Noxa.

La generacién de las formas activas de las proteinas con un dominio BH3 puede
poner en marcha una serie de fendmenos que producen permeabilidad
mitocondrial, lo que da lugar a la liberacion de proteinas inductoras de apoptosis

gue inexorablemente llevan a la célula a la via de muerte comun.

Via del receptor de muerte celular. Varios receptores trimeéricos de la superficie
celular de la familia del receptor del TNF (factor de necrosis tumoral) pueden
inducir la apoptosis cuando se unen a sus ligandos fisiolégicos, estos receptores
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g
se denominan genéricamente receptores de muerte celular y su prototipo como

factor de muerte celular es Fas. La porcion intracelular de Fas contiene un dominio

de interaccion proteina-proteina conocido como dominio de muerte celular.

Una proteina adaptadora que contiene un dominio de muerte celular, denominada
FADD (Dominio de muerte celular asociado a Fas), une Fas a otra caspasa
iniciadora (la procaspasa 8) en la cara interna de la membrana plasmética. De
este modo, la ocupacion de Fas por FasL da lugar a la activacion de la caspasa 8

y en consecuencia a la induccién de apoptosis>".
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4. HIPOTESIS

Ya que las anfetaminas son metabolizadas por CYP2D6, la presencia de
polimorfismos genéticos de esta enzima podria influir en la genotoxicidad

producida por estas, en especial polimorfismos que producen una enzima inactiva,
tal es el caso de CYP2D6*4.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar el efecto de la anfetamina y metanfetamina en el dafio al DNA y su

posible relacién con los polimorfismos genéticos de CYP2D6.
Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de los polimorfismos genéticos de CYP2D6
*2,*3,*4,*6,*9,*10,*17 en la poblacion de estudio, mediante PCR en tiempo real
y PCR-RFLP.

e Identificar individuos con el genotipo asociado a la inactividad de CYP2D6
(CYP2D6*3, CYP2D6*4).

e Determinar la influencia del genotipo inactivo de CYP2D6 en la proliferacion
celular y en el efecto citotdxico producido por las anfetaminas en cultivos de

linfocitos.

e Evaluar la genotoxicidad producida por las anfetaminas in vitro y correlacionar

el dafio con el genotipo inactivo de CYP2D6.

e Detectar la induccién de apoptosis por las anfetaminas y correlacionar este

efecto con el genotipo inactivo de CYP2D6.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. DISENO EXPERIMENTAL

FASE |

Obtencion de muestras

¢ Determinacién de la
de sangre periférica

Semr'x.r.c'"D:fAI'"[oF'“.’s 4 |:> presencia de polimorfismos
extraccion gendémico de CYP2D6

e

*2,%9,*17 (PCR-RFLP) |

*3,%4,%6,%9,710,%17
(PCR- Tiempo real)

U Y

Seleccion de los <:| Designacion del genotipo
individuos con el genotipo de las individuos

de interés (*2,%4)

FASE II

Evaluacidn de la genotoxicidad Alas 48H de tratamiento
(técnica de microndcleos) evaluacion de genotoxicidad

Alas 24 vy 48H de tratamiento
Cultivo de linfocitos evaluacion de citotoxicidad
(3 controles y 3 polimérficos) {Por medio de la viabilidad celular}

Alas 48H de tratamiento
- deteccion de la apoptosis
(mediante anexina)
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6.2. FASE |. DETERMINACION DEL GENOTIPO DE CYP2D6 DE LOS
INDIVIDUOS EN ESTUDIO.

6.2.1. OBTENCION Y SEPARACION DE LINFOCITOS

Se llevo a cabo la recoleccion de las muestras de sangre periférica de 41
individuos sanos de entre 20 y 30 afios, mediante punciébn venosa con
Vacutainer® y el uso de tubos con Sodio/Heparina. El anillo de células blancas fue
recuperado mediante gradientes de densidad con Ficoll (Histopaque 9327) y
centrifugacion a 1600 rpm por 30 minutos. Posteriormente estas células fueron
lavadas en medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma) y centrifugacion a 3000 rpm por

15 minutos eliminando el sobrenadante.
6.2.2. EXTRACCION DE DNA DE ALTO PESO MOLECULAR

La extraccion de DNA se realiz6 mediante el uso de protocolos convencionales.
Brevemente, el boton de células blancas fue re-suspendido en una solucion de
TKM1 (Tris, KCI, MgCl, y Na,EDTA) y Nonidet P-40 (IGEPAL). Después de un
ligero vortex, los tubos fueron centrifugados a 2200 rpm por 10 minutos y se
elimino el sobrenadante. Un lavado mas fue realizado Unicamente con la solucion
TKM1. Posteriormente el boton nuclear fue re-suspendido con la solucion TKM2
(Tris, KCI, MgCl, y Na,EDTA, NaCl), se les agrego SDS al 10% y se incubaron a
65°C por 8 minutos. Una solucién de NaCl 6M fue adicionada a cada uno de los
tubos y tras un ligero vortex, fueron centrifugados a 13 000 rpm por 10 minutos. En
esta etapa se recupero el sobrenadante el cual contenia al DNA y se desecho el
botdn de proteinas precipitadas. EI DNA fue precipitado en etanol al 96% frio (-20
°C) y purificado en etanol al 70% mediante centrifugaciones a 13 000 rpm por 10
minutos a 4°C. Finalmente el DNA fue re-suspendido en Buffer TE (Tris/EDTA) y

almacenado a -20 °C.
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6.2.3. CUANTIFICACION DE DNA.

Las muestras de DNA previamente almacenadas, fueron descongeladas a
temperatura ambiente (TA) y cuantificadas en un espectrofotometro NanoDrop®
(ND-1000) a partir de 2 uL de cada una de las muestras. La integridad del DNA fue

evaluada en geles de agarosa al 1.0 %.

6.2.4. ENSAYOS DE PCR

6.2.4.1. PCR RFLP.

La determinacion del los alelos de CYP2D6 *2, *9, *17 fue realizada por la técnica
de PCR-RFLP (Reaccion en Cadena de la Polimerasa - Polimorfismos a lo largo
de los fragmentos de restriccion).

Amplificacion del Gen CYP2D6.

Fragmento de 2384 pb.

Las reacciones fueron llevadas a cabo bajé las siguientes condiciones; 0.75ul de
MgSO; (50 mM), 0.25 pl de dNTP’s (10 mM), 2.5 pl de P51, 2.5 pul de PM2, 0.25 pl
de Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity (5 U/uL) (Invitrogen), 2.5 pl de
10X High Fidelity PCR buffer, 14.25 ul de agua destilada y 3 pl de DNA (50 ng/ul).
La amplificacion se llevo a cabo en el equipo PCR System 9700 conforme al ciclo
de amplificacion que se indica en la Figura 4. El producto de PCR se verificd en

geles de agarosa al 1% mediante electroforesis.

94 °C : 94 °C
- !
i 72°C i 72°C
imin | 30s \ ——
1 i
/ 6min 1 6 min\
63 °C i

30 \ 4°c

0

Figura 4. Ciclo de amplificacion para el fragmento de 2384 pb.
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Fragmento de 386 pb

Se trabajo baj6 las siguientes condiciones: 0.75 pl de MgSO; (50 mM), 0.25 ul de
dNTP’s (10mM), 2.5 pl de PM7, 2.5 ul de PM8, 0.25 ul de Platinum® Taqg DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen) ,2.5 pl de 10X High Fidelity PCR buffer,
14.25 pl de agua destilada y 3 pl del amplificado de 2384 Pb, el ciclo de
amplificacion de este fragmento se muestra en la Figura 5. El producto de PCR se

confirmd mediante una electroforesis en geles de agarosa al 3%.

| !

i 72°C 1+ 72°C

Smin ' 30s \ —
1 1

/ 45s 7min\
58 °C i

30s \ ac

o0

Figura 5. Ciclo de amplificacién para el fragmento de 386 Pb.

Restriccién.

La restriccion se llevo a cabo en la siguiente mezcla de reaccion: 3 ul del
fragmento de 386 pb, las enzimas de restriccion BspM1 y Mboll, Buffer 2 y agua
destilada hasta completar un volumen total de 15 pl. Lo anterior se incubd por 12 h
a 37 °C, transcurrido el tiempo el producto de la restriccién se corrié en geles de
agarosa al 3%. En la Figura 6 se muestra el fragmento de 386pb con los sitios de
restriccibn que reconocen las enzimas BspM1 y Mboll y la posicion de los

polimorfismos de interés.
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LOCUS HUMCYP2D6 9432 bp DNA linear PRI 22-NOV-1994
DEFINITION Human cytochrome P450 IID6 (CYP2D6) gene, complete cds.
ACCESSION  M33388

VERSION M33388.1 GI:181303
KEYWORDS cytochrome P450; cytochrome P450 IID6.
SOURCE Homo sapien
[Meon [BspMI

A) |

o T T T | N

Fragemento de 386pb

B)

1  AGGAGGAGTC GGGCTTTCTG CGCGAGGTGC GGAGCGAGAG ACCGAGGAGT CTCTGCAGGG CGAGCTCCCG AGAGGTGCCG GGGCTGGACT

TCCTCCTCAG CCCGAAAGAC GCGCTCCACG CCTCGCTCTC TGGCTCCTCA GAGACGTCCC GCTCGAGGGC TCTCCACGGC CCCGACCTGA
5
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»
Mbell (bp 113) &4

91 GGGGCCTCGG AAGAGCAGGA T |TGCATAGA TGGGTTTGGG AAAGGACATT CCAGGAGACC CCACTGTAAG AAGGGCCTGG AGGAGGAGGG

CCCCGGAGCC TTCTCGTCCT AAACGTATCT ACCCAAACCC TTTCCTGTAA GGTCCTCTGG GGTGACATTC TTCCCGGACC TCCTCCTCCC
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631 GGTGR GAGTGGCTGC CACGGTGGGG GGCAAGGGTG GTGGGTTGAG CGTCCCAGGA GGAATGAGGG GAGGCTGGGC AAAAGGTTGG

CTCTTCCACT CTCACCGACG GTGCCACCCC CCGTTCCCAC CACCCAACTC GCAGGGTCCT CCTTACTCCC CTCCGACCCG TTTTCCAACC
K R A T ( K G L ' G M G K
R E R R ' * E * E K
E G E S H G Q G W LU = R P R R N E G R K R
L 5 R L T Q o} 5 H 5 F
= L P = H 5 G L 5 L L
F L A L P N T P | P F

721 ACCAGTGCAT CACCCGGCGA GCCGCATCTG GGCTGACAGG TGCAGAATTG GAGGTCATTT GGGGGCTACC CCGTTCTGTC CCGAGTATGC
TGGTCACGTA GTGGGCCGCT CGGCGTAGAC CCGACTGTCC ACGTCTTAAC CTCCAGTAAA CCCCCGATGG GGCAAGACAG GGCTCATACG

T S A S P G E P H L G * 0Q V Q N W RS F G G Y_P vV L 5 RV C
P WV_H H_ P A S R I _W A D_R C R_I G G H L G A T P F_C P E_ Y A
Q_c_ |1 T R R A A 5 G L T G A E L E V1 W G L P R 5 WV P 5 M L
G T C = G A L R M Q A S L H L1 P P_* K P A_VW_G N Q_ G S Y A
W H M V_R_R_ A A D P S W_ P A S N_ 5 T M Q P =" E_E T G L1 s
L A D G P S G C R P Q ¢ T cC F Q L D P N.EB B7° §5° R D R T H E
>
BspMl (bp 874)

811 TCTCGGCCCT GCTCAGGCCA AGGGGAACCC TGAGAGCAGC TTCAATGATG TCTCTGCCGE
AGAGCCGGEGA CGAGTCCGGT TCCCCTTGGG ACTCTCGTCG AAGTTACTAC AGAGACGGCC
S R_P_ C S G Q G_E P * E_0Q_ L Q = = L C R

L G P A 0 A K G_N_ P E S5 5 F_N D E S A G
S AL L R P R G T_ L R A A S MM 5
R_P G A = A L P F G s L L K L 5 5 E A P
E A_R s L G L P_WV_R L A A E I I L R G P

301 GATGGTGACC ACCTCGACCA CGCTGGCCTG GGGCCTCCTG CTCATGATCC TACATCCGGA TGTGCAGCGT GAGCCCATCT GGGAAACAGT

CTACCACTGG TGGAGCTGGT GCGACCGGAC CCCGGAGGAC GAGTACTAGG ATGTAGGCCT ACACGTCGCA CTCGGGTAGA CCCTTTGTCA
O G D_H L oD_ H A G L G P F A H D P T S G cC A A = A H L G N_ S
/ A G L L M H o} W R | w v

Figura 6. A) Fragmento de 360pb. B) Sitio de restriccion de la enzima Mboll y delecién de
AGA en la posicion 2613 (las lineas punteadas representan un fragmento del
gen que no fue incluido en la figura). C) Sitio de restriccion de la enzima BsPMI

y cambio de C/T en la posicion 2850.
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6.2.4.2. PCR TIEMPO REAL.
Para las variedades alélicas CYP2D6 *2,*3,*4,%6,*10,*17.

Los ensayos se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) en la siguiente mezcla de reaccion: 5 pl de DNA
(concentracion 20 ng/ul), 10 uL de TagMan® Maxter mix, 0.5 pl de sonda
TagMan® de acuerdo a la variante alélica analizada (ver Tabla 2) y 4.5 pl de agua

destilada en un volumen total de 20 ul por reaccion.

Tabla 2. Claves de las variedades alélicas de las sondas TagMan®.

Clave de la sonda TagMan® | VARIEDAD ALELICA | MUTACION
100 *4,*10 C*T
1023 *17 C*T
1707 *6 DELT
1846 *4 G*A
2549 *3 DEL A
4180 *2,%10,*17,*34 G*C

6.3. FASE Il. EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD, CITOTOXICIDAD Y
DETECCION DE APOPTOSIS

6.3.1. OBTENCION DE MUESTRAS

Por medio de puncién venosa, se extrajo sangre periférica de 3 individuos
controles (*1,*1) y 3 individuos polimorfismo de interés (*2,*4), a los cuales se les

realizé la separacion de linfocitos como se indico en la fase |I.

Se prepard un stock de linfocitos re-suspendidos en medio RPMI para el conteo
celular, se mezclaron 5 pl del stock celular mas 195 pl del reactivo Guava
ViaCount®. La reaccion se incubé 10 minutos en la obscuridad y se leyd en el

equipo Guava Technologies Inc.
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6.3.2. CULTIVOS DE LINFOCITOS

Se sembraron 5x10° células/ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma)

suplementado con 10 % de SFB (Suero Fetal Bovino), aminoacidos no esenciales

10 mM (Gibco), L-glutamina 2 mM (Sigma) y fitohemaglutinina (PHA). Estos
cultivos de linfocitos se incubaron a 37° C durante 24 h, tiempo en que se les
aplicd su respectivo tratamiento. Se realizaron tres experimentos independientes

para cada uno de los donadores.
6.3.2.1. TRATAMIENTOS

La metanfetamina y anfetamina fueron obtenidas de la casa comercial
CERILLIANT, la cual suministro los estandares con informacion documentada de
su caracterizacion, lo que incluyé analisis por espectroscopia infrarroja,
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, resonancia

magnética nuclear y cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Los tratamientos con la anfetamina y la metanfetamina, fueron establecidos
conforme a las concentraciones reportadas en orina de quienes consumen este

tipo de drogas en dosis terapéuticas’.

Las concentraciones de anfetamina y metanfetamina que finalmente se aplicaron,
correspondieron a 1000 ng/ml. Los tratamientos que fueron aplicados se muestran

a continuacion:

A: Control negativo: Cultivo sin tratamiento.

B: Anfetaminas 10ul por cada ml de medio (C=1000 ng/ml /7.4 uM).
C: Metanfetamina 10ul por cada ml de medio (C=1000 ng/ml / 6.7 uM).

D: Control positivo: Arsenito de sodio (As) (2.5uM). Agente gque induce dafio en el

DNA a esa concentracion.
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6.3.2.2. INHIBICION DE LA CITOCINESIS

Pasadas las 24 h de tratamiento se adicion6 a cada cultivo 3pl/ml de citocalacina

B, los cultivos se volvieron a incubar a 37 °C durante 24 h.
6.3.2.3. COSECHA

Al termino de las 48 h con el tratamiento, se realizé la cosecha de los linfocitos, los
cuales se re-suspendieron, fijaron y lavaron con una solucion de Metanol-Acido

Acético 3:1 (solucion fijadora).

Una porcién de las células fijadas se coloco y distribuyé uniformemente en un
portaobjetos, el cual se dejo secar a temperatura ambiente y se tifidé con los

colorantes azul de metileno y eosina (tincién de Wright).

Para la identificacibn de micronucleos en células BN se siguieron los siguientes

criterios aceptados en estudios internacionales®?.
Criterios para identificar células binucleadas.

» Los dos nucleos deben presentar la membrana nuclear intacta y deben

situarse dentro del limite citoplasmatico.

» Los dos nucleos deben ser aproximadamente del mismo tamafio y con la

misma intensidad de tincion.

» Los dos nucleos pueden estar unidos por un puente nucleoplasmatico fino,

el cual no debe ser mayor que ¥4 del largo del didmetro nuclear.

» Los dos nucleos pueden traslaparse, sin embargo debe distinguirse la

membrana nuclear de cada uno.

» La membrana citoplasmatica debe estar intacta y ser claramente

distinguible de las células adyacentes.
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Criterios para la identificacion de micronucleos.

» El diametro de un MN en linfocitos humanos debe considerarse entre 1/16 y
1/3 del didmetro del nucleo principal el cual corresponde a 1/9 del area en

la célula BN.
= Son de forma redonda u oval.
* No deben refringir para su distincion de artefactos tefiidos.
* No deben estar unidos o conectados al nucleo principal.
= Deben presentar la misma condensacion que los nucleos.

Siguiendo los criterios antes mencionados se llevo a cabo el conteo de células BN
(1000 por laminilla) se reportan los micronucleos encontrados # MN/1000 células
binucleadas. Para la evaluacion de la proliferacion celular se realizo el conteo de
200 células tanto mononucleadas (mono), binucleadas y polinucleadas (poli). El

indice de proliferacién nuclear (IPN) se calculo como se indica a continuacion.

N° de Celulas mono + 2 (N° de CelulasBN) + 3 (N° Celulas poli)

IPN = Total de celulas contadas

6.3.3. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE LAS ANFETAMINAS

Para la evaluacion del efecto citotoxico de los compuestos utilizados, se analizé la
viabilidad del las células a las 24 h y 48 h de tratamiento, mediante el ensayo
Guava ViaCount el cual utiliza loduro de Propidio (Pl) para tefir las células
muertas, ya que es un fluorocromo que se intercala en los &cidos nucleicos
incrementando sensiblemente su fluorescencia, mientras que en las células vivas
la integridad de la membrana no permite su paso al interior del citoplasma, de
manera que Unicamente nos tifie las células que tengan dafiada su membrana

(muertas) o los nucleos aislados (ver Tabla 3).
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Para el ensayo de viabilidad se tomaron 10 pl del cultivo y 190 ul Guava
ViaCount®, la reaccion se incub6d 10 minutos en la obscuridad y se leyo en el

equipo Guava Technologies Inc.

Tabla 3. Caracteristicas de las células tefiidas con PI.

Desechos Células viables Células muertas | Apoptosis
Dispersion frontal Baja Alta Alta Alta
Tincién Nuclear Negativa Alta Alta Alta
Tincién de viabilidad | Negativa Negativa Alta Media

6.3.4 DETECCION DE APOPTOSIS MEDIANTE ANEXINA

La muerte celular es un proceso fisiologico que se encuentra controlado por
distintas vias de sefializacién, las cuales convergen en la apoptosis, la cual es un
proceso en el que determinadas células dirigen su propia muerte en beneficio del
organismo. Durante la apoptosis, las células responden a las sefales de induccién
especifica una vez que inician los procesos intracelulares que resultan en cambios

fisiologicos tales como;

o Externalizacion de la fosfatidilserina a la superficie celular

o La escision y la degradacion de proteinas celulares especificas
o Compactacién y fragmentacion de la cromatina nuclear

. La pérdida de la integridad de la membrana®'.

Para ello se han desarrollado metodologias como el ensayo Guava Nexin™, en el

cual se utilizaron los reactivos Anexina V'y 7-AAD.
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La anexina-V es una proteina que se une especificamente a la fosfatidilserina (FS)
y el reactivo 7-AAD es un fluorocromo que indica la integridad de la estructura de
la membrana, ya que se une al material nuclear que se encuentra libre después de

la ruptura o pérdida de la permeabilidad de la membrana (Ver Figura 7).

DETECCION ANEXINA

:6:—’” . ”—h.”@ F-._....'*'*.

CELULAS
VIABLES APOPTOSIS APOPTOSIS NECROSIS
TEMPRANA TARDIA
T-AAD - T-AAD - 7.AAD+ T.AAD +

Figura 7. Deteccion de Apoptosis; Esquema que muestra las fases para la deteccién de apoptosis

usando Anexina y 7- AAD.

Para la determinacion de la induccion de apoptosis, se tomaron 190 pul de cultivo y
centrifugaron a 1400 RPM durante 6 minutos, se elimind el sobrenadante, las
células se re-suspendieron en 40 ul Buffer Nexin® 1X, se adicion6 Anexina V'y 7-
AAD, la reaccion se incubo 20 minutos en la obscuridad, pasado este tiempo se
les afiadié 120 pl de Buffer Nexin® 1X. La muestra se analizé en el quipo Guava

Technologies Inc.
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis estadistico de resultados obtenidos en la evaluacion de la
viabilidad celular, proliferacion celular, frecuencia de micronucleos y la induccién
de apoptosis, para lo cual se partié con la determinacion de la distribucion de los

datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Tanto la viabilidad celular, como la proliferacién celular y la frecuencia de
microndcleos mostraron una distribucién normal, por lo cual se aplico un analisis
de varianza (ANOVA) mediante pruebas de comparacion multiple de Tukey, por su
parte los resultados de apoptosis ho mostraron una distribucion normal, debido a
esto se aplico la prueba estadistica de comparacién multiple de Kruskal-Wallis, en
ambas se determino si los datos son significativamente distintos, para lo cual

debian tener una p < 0.05.
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/7. RESULTADOS

7.1. FASE |

7.1.1 ASIGNACION DEL GENOTIPO DE LOS INDIVIDUOS.

En esta fase se realizé la genotipificacion 41 individuos sanos. En la Figura 8 se
presentan los geles de agarosa representativos de las muestras de DNA

extraidas.

— - - - | — - STl - —

Figura 8. Integridad del DNA gendémico de individuos sanos
visualizados sobre geles de agarosa al 1%.

7.1.2. ENSAYOS DE PCR

PCR-RFLP: Esta técnica se utiliz6 para la deteccion de los polimorfismos
CYP2D6*2, CYP2D6*9, CYP2D6*17. En la Figura 9A se muestra el producto de
amplificacion de 360 pb, el cual incluye los polimorfismos en estudio. En la Figura
9B se muestra la restriccion del fragmento de 360 pb con las enzimas BspM y
Mboll, donde no se aprecian las bandas caracteristicas del polimorfismo *9 (ver
Tabla 4), pero si de los polimorfismos *2, *17 cuyos patrones de digestion
caracteristicos se observan en 32 y 354 pb. Las bandas de peso molecular de

interés se presentan en las Tablas 4 y 5.
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Figura 9. Amplificacion y restriccion del fragmento de 386pb A) Amplificaciéon del

PCR- Tiempo Real:

producto de 386 pb que incluye a los polimorfismos CYP2D6*2, CYP2D6*9,
CYP2D6*17. B) Ensayo de restriccion con BspM y Mboll del fragmento de
386 pb.

Tabla 4. Fragmentos de la digestion de CYP2D6*9

Fragmento Patrones de digestion pb
386 (*9)
wt/wt -/- 230,124,32
wt/mut -/del 262, 230,124,32
mut/mut | del /del 262,124

Tabla 5. Fragmentos de la digestién de CYP2D6*2 y CYP2D6*17

Fragmento Patrones de digestion pb
386 (*2,%17)
wt/wt c/c 230,124,32
wt/mut c/t 354,230,124,32
mut/mut | t/t 354,32

Los polimorfismos CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6,
CYP2D6*9, CYP2D6*10 y CYP2D6*17 se determinaron mediante ensayos de

discriminacion alélica por PCR en tiempo real.
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En la Figura 10 se muestra el plot de amplificacién de las sondas 1846 y 4180 de
los ensayos realizados. En la Figurall se muestra el plot de discriminacion alélica

de la sonda 4180, la cual detecta el cambio de G/C en la posicion 4180.
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Figura 10. Plot de amplificacién para la sondas 1846 y 4180.
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Figura 11. Plot de discriminacion alélica de la sonda 4180: en azul se muestran
individuos homocigotos C/C, en verde se presentan individuos heterocigotos
G/C y en rojo individuos homocigotos G/G (wt).
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Con los resultados obtenidos de los ensayos de PCR en tiempo real y PCR-
RFLP se asigno el genotipo a cada uno de los individuos. En la Tabla 6 se
muestra la forma de asignacién, por ejemplo, en el donador D12 se identifico
una alteracion en ambos alelos en la posicion 4180, este cambio esta
presentes en las variantes *2, *4, *10 y *17, primero para confirmar la
presencia de los alelos *4 y *10 se determiné el polimorfismo en la posicion
100 y después para descartar entre ambos polimorfismos se identifico el
cambio de base en la posicion 1846 exclusivo de la variante *4.
Adicionalmente para descartar entre las variantes *2 y *17 se realizd primero
un PCR-RFLP, el cual facilita la deteccion de ambas variantes en la posicidon
2850 y después un PCR en tiempo real para discriminar una de las variantes
al identificar un cambio mas en la posicion 1023 exclusiva de la variante *17.

Los genotipos *3, *6 y *9 no fueron identificados en este individuo.

Tabla 6. Asignacién del genotipo de los individuos

Variedad alélica | Mutacion Individuo
D2 D12 D15 D41

*4,%10 100-C/T wt/wt wt/mut wt/mut | wt/wt
*17 1023-C/T wt/wt wt/wt wt/wt wt/mut
*6 1707-DELT wt/wt wt/wt wt/wt wt/wt
*4 1846-G/A wt/wt wt/mut wt/wt wt/wt
*3 2549-DEL A wt/wt | wt/wt wt/wt wt/wt
*9 2313-2315 DEL AGA wt/wt wt/wt wt/wt wt/mut
*2,%17 2850- C/T wt/wt wt/mut wt/wt wt/wt
*2,%10,*%17,*4 4180- G/C wt/wt mut/mut wt/mut | wt/wt
Genotipo asignado *1/*1 *2/*4 *1/*10 *1/*9

En la Tabla 7 se presenta la frecuencia y el porcentaje de los genotipos

encontrados en la poblacion en estudio de acuerdo con los ensayos de PCR en

los 41 individuos estudiados
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Tabla 7. Frecuencia genotipica identificada en la poblacion de estudio.

Genotipo de Frecuencia | Porcentaje (n=41)
CYP2D6
*1/*1 23 56.1%
*1/%2 13 31.8%
*1/*9 1 2.4%
*1/*10 1 2.4%
*2/*4 3 7.3%

7.2. FASE Il. EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD, CITOTOXICIDAD Y
APOPTOSIS.

En la segunda fase se realiz6 la evaluacién de los efectos; genotoxico y citotoxico
(de los cultivos de linfocitos tratados in vitro con anfetamina y metanfetamina
(1000 ng/ml), ademas de la deteccidn de apoptosis. Se seleccionaron 6 individuos;
3 individuos con el genotipo de interés CYP2D6*2/*4 y 3 individuos con genotipo
CYP2D6*1/*1. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado para cada una

de las muestras.
7.2.1. EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR (CITOTOXICIDAD)

El efecto citotoxico se evalud en cultivos de linfocitos después de 24 y 48 h de
tratamiento con anfetaminas, usando como control positivo arsénico a una
concentracion final de 2.5 uM. En la Figura 12 se presentan los resultados
obtenidos después de 24 h de tratamiento; se puede observar que los linfocitos
tratados con anfetamina (89.5%) y metanfetamina (89.4%), mostraron una

viabilidad similar a la de los linfocitos sin tratamiento o control negativo (90%).

Los resultados obtenidos a las 48 h de tratamiento se muestran en la Figura 13, de
forma similar se observdé que el porcentaje de viabilidad del control negativo
(83.7%) fue muy parecido al que presentaron los linfocitos tratados con
anfetaminas (82%) y metanfetamina (81.5%). Ninguno de los tratamientos
evaluados tanto a 24 h como a 48 h mostré diferencias estadisticamente
significativas. Cabe mencionar que el control positivo tampoco mostré un efecto
citotoxico, lo cual podria deberse a diferencias en la susceptibilidad de los

individuos frente a la exposicion a arsénico.
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Figura 12. Efecto de las anfetaminas en la viabilidad celular a las 24 h de tratamiento.

Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes.

Se aplico una ANOVA con comparacién multiple de Tukey (*p < 0.05).
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Figura 13. Efecto de las anfetaminas en la viabilidad celular a las 48h de tratamiento.

Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes.

Se aplico una ANOVA con comparacion multiple de Tukey (*p < 0.05).
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7.2.2. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR (CITOSTATICIDAD).

El efecto citostatico de las anfetaminas se evalué mediante el uso de la técnica de
bloqueo de la citocinesis con citocalasina B %’. Para ello se analizé el porcentaje
de células que pasaron por una o mas divisiones y se determind el indice de
proliferacion nuclear (IPN). Los resultados mostraron que el IPN fue similar entre
los linfocitos sin tratamiento (1.712) y los linfocitos tratados con los compuestos de
anfetamina (1.657) y metanfetamina (1.666). Por lo tanto, estos resultados
indicaron que no hubo diferencias estadisticamente significativas en los

tratamientos con anfetamina, metanfetamina y arsénico (Figura 14).

* *
19 - m CYP2D6*1/*1

1.8 - B CYP2D6*2/*4
1.7 A
1.6 -
1.5 -
1.4 -
1.3 -
1.2 -
1.1 -

IPN

C(-) Anf Met C+ (As)
Tratamiento

Figura 14. Efecto de las anfetaminas sobre la proliferacion celular. Se realiz6 una
ANOVA con comparacion multiple de Tukey (* p < 0.05).

7.2.3. EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD POR LA TECNICA DE
MICRONUCLEOS

La genotoxicidad de las anfetaminas se evalu6 mediante la técnica de
microntcleos basada en el bloqueo de la citocinesis®’ en cultivos de linfocitos
expuestos a anfetamina y metanfetamina (1000 ng/ml respectivamente).
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En la Figura 15 se presenta la frecuencia de MN en los individuos estudiados. Los
resultados indicaron que hubo un incremento significativo en la frecuencia de
micronucleos en los linfocitos de individuos con el genotipo *2/*4 (inactivo)

tratados con anfetamina y metanfetamina, respecto a los linfocitos no tratados.

Al comparar los dos genotipos (activo vs inactivo) se observdé un incremento
significativo en la frecuencia de micronucleos en los individuos con el genotipo
*2/*4 tratados con anfetamina (4 MN) y metanfetamina (4.3 MN). Mientras que la
frecuencia de MN en los individuos con el genotipo *1/*1 fue de 1.2 MN con
anfetamina y de 1.5 MN con metanfetamina. En cuanto a los linfocitos tratados con
arsénico (un agente genotdxico conocido), se encontré un incremento significativo

en la frecuencia de micronudcleos (5.4 MN) con respecto al control negativo (1 MN).

[any
o
4

CYP2D6*1/*1
B CYP2D6*2/*4 &

] v v

# MN/1000 CBN

v
-) C+ (As)
Tratamlento

o = N W H (O B ~N o O
1

Figura 15.Evaluacion del efecto genotdxico de los linfocitos tratados con anfetamina y
metanfetamina. Se ajustaron los datos asignando en valor numérico de 1 al C(-). Se
realiz6 una ANOVA con comparacion multiple de Tukey (¥ p < 0.05 con respecto al

C(-) ,*p < 0.05 con respecto al tratamiento).
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7.2.4. EVALUACION DE LA INDUCCION DE APOPTOSIS

La induccién de apoptosis se evalué mediante un ensayo con Anexina V. En la
tabla 8 se presentan los porcentajes de apoptosis (temprana, tardia y total) a las

48 h de tratamiento con anfetamina y metanfetamina.

El porcentaje de induccidén de apoptosis temprana fue entre 0.91 y 1.66, y en este
caso no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con ninguno de

los tratamientos aplicados.

En lo que respecta a la apoptosis tardia, los linfocitos de los individuos con el
genotipo *2/*4 (inactivo) que fueron tratados con el compuesto de metanfetamina
tuvieron un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de
apoptosis, con respecto a los individuos con el genotipo *1/*1 (activo) (Tabla 8). El
efecto de los compuestos estudiados en la induccidn de apoptosis total se

presenta en la Figura 16.

Los linfocitos de los individuos con genotipo *2/*4 tratados con anfetamina y
metanfetamina mostraron una tendencia a incrementar el porcentaje de apoptosis.
Sin embargo, este incremento solo fue estadisticamente significativo para el
tratamiento con metanfetamina cuando se compararon los individuos con el
genotipo *1/*1 (1.63%) vs *2/*4 (3.34%).

Tabla 8. Efecto de las anfetaminas en la induccion de apoptosis.

Tiempo de | Tratamiento Genotipo | % de p<0.05 | % de p<0.05 | % de p<0.05
Exposicion de Apoptosis Apoptosis Apoptosis
CYP2D6 | Temprana Tardia Total
48H Anfetamina *1/*1 0.93+0.07 X 0.99+0.23 X 1.92+0.24 X
*2/*4 1.05+0.25 X 1.42+0.28 X 2.47+0.41 X
Metanfetamina | *1/*1 0.91+0.26 X 0.72+0.40 N 1.63+0.57 N
*2/*4 1.66+0.45 X 1.67+0.41 N 3.33+0.26 N

\: Efecto estadisticamente significativo  X: Sin significancia estadistica
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Figura 16. Efecto de las anfetaminas sobre la induccién de apoptosis total en linfocitos.

Se aplico la prueba estadistica Kruskal-Wallis (* p < 0.05).
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8. DISCUSION

En nuestro pais, el consumo de sustancias de abuso esta en aumento,
produciendo efectos negativos en la salud y en la sociedad. Entre las drogas de

mayor consumo se encuentran las anfetaminas.

Este trabajo se enfoco a la evaluacion del efecto genotoxico producido por las dos
anfetaminas de mayor uso (anfetamina y metanfetamina) y su relacion con los
polimorfismos genéticos de la principal enzima (CYP2D6) encargada de su

metabolismo.

Por lo menos cinco variantes alélicas de esta enzima han demostrado tener
consecuencias en su funcién, por ejemplo tanto CYP2D6*3 como CYP2D6*4
producen una enzima inactiva, mientras que la variante CYP2D6*10 origina una
enzima inestable, CYP2D6*17 presenta afinidad reducida por los sustratos,

mientras que CYP26*2xN conduce a una actividad enzimatica alta*® 3.

En un estudio realizado en 2005 en poblacion Mestizo Mexicana con 243
voluntarios se reportaron los siguientes genotipos CYP2D6*1/*2 (15.23%),
CYP2D6*2/*4 (7.82%) y CYP2D6*1/*10 (12.35%), mientras que el genotipo
CYP2D6*1/*17 no fue identificado®. En nuestro estudio se observan diferencias
con respecto a las frecuencias previamente reportadas®’. En la Tabla 7 se
muestran las frecuencias y los porcentajes de los genotipos estudiados en nuestra
poblacién. Cabe sefialar que las diferencias observadas podrian deberse al
tamafo de nuestra poblacion (n=43). Sin embargo, la variante alélica de interés en
nuestro estudio (*2/*4), presento una frecuencia similar a la reportada en el estudio

de Lopez y colaboradores.

Por otra parte, se ha propuesto que cuando se administran farmacos, los
individuos que tienen alguna de las variantes alélicas funcionalmente inactivas
podrian tener mayor riesgo de presentar efectos adversos y toxicos, esto debido a
que los farmacos permanecen mayor tiempo en circulacion al no ser

metabolizados y eliminados **.
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Es importante mencionar que en este estudio se seleccion6 una dosis no
citotoxica, ya que para evaluar la genotoxicidad se requiere que la dosis utilizada
no produzca un efecto altamente citotoxico. Nuestros resultados muestran que con
los tratamientos con anfetamina y metanfetamina (1000 ng/ml) no hay diferencias
significativas en cuanto al efecto citotoxico. Tampoco se observdé un efecto
significativo en la viabilidad de las células en relacion al genotipo *2/*4. Estos
resultados concuerdan con datos previos en donde se realiz6 una curva dosis-
respuesta (500-2500 ng/ml), mostrando que no hay un efecto citotoxico en
linfocitos tratados con 500 y 1000 ng/ml de anfetamina y metanfetamina®*>. De
igual manera, no se observaron diferencias significativas en la proliferacion celular,
lo que resulta concordante con el hecho que la dosis aplicada es considerada no
toxica®°.

Existen escasos estudios con respecto a la citotoxicidad de las anfetaminas y su
relacion con el genotipo de CYP2D6. En la literatura solo se encuentra un trabajo
realizado por Carmo y colaboradores que reporta la citotoxicidad de un derivado
de la anfetamina el MDMA o “Extasis” (3,4-metilenodioximetanfetamina), y la
influencia que tiene CYP2D6 en esta. En una linea celular de fibroblastos (V79)
transfectada para expresar las variedades alélicas de CYP2D6 *1, *2, *9, *10 y*17,
se evalud el efecto citotéxico mediante un ensayo clonogénico®’. Los datos de
dicho estudio muestran que la variante alélica funcional de CYP2D6 (*1/*1) tiene
un mayor efecto citotoxico en comparacion con los controles y con las otras
variantes evaluadas. Carmo y colaboradores proponen gue este efecto se debe a

la formacién de metabolitos producidos por la oxidacion del éxtasis *’.

En nuestro estudio se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados con ambas anfetaminas, al comparar la frecuencia de MN en los
individuos con el genotipo *1/*1 contra los que presentan el genotipo *2/*4
(inactivo), donde se observd un aumento en la frecuencia de MN de los individuos
con polimorfismo *2/*4 con ambos tratamientos. También se puede observar que

la metanfetamina es ligeramente mas genotoxica que la anfetamina.
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Se ha reportado que la metanfetamina aumenta la frecuencia de micronucleos en
células CHO-K, en un estudio que se llevd a cabo en presencia de S9 para
corroborar que la genotoxicidad fue causada por la metanfetamina, y no por sus
metabolitos®. Sin embargo, en dicho estudio no se considera la influencia del

metabolismo de la metanfetamina.

Existe controversia con respecto al efecto genotdxico de las anfetaminas y sus
derivados. Por un lado, El-Zein y colaboradores reportan dafio citogenético
(aberraciones cromosémicas) en linfocitos de 12 nifios con TDAH tratados con
metilfenidato, el cual es un analogo de la anfetamina. En dicho trabajo se reporta
un aumento en la frecuencia de micronucleos (2.4 veces), intercambio de
cromatidas hermanas y aberraciones cromosémicas después de 3 meses de
tratamiento (20-54 mg/dia)*°. Por otra parte, Witt y colaboradores, no encontraron
un efecto genotoxico al evaluar la frecuencia de MN y aberraciones cromosémicas
en 47 nifilos con TDAH, de los cuales 25 fueron tratados con metilfenidato y 22 con
sales mixtas de anfetamina*®. En ambos estudios se observé una gran variabilidad
entre los individuos. Esta variabilidad individual podria explicar los hallazgos
encontrados en los estudios publicados®**°. Ademas, en dichas investigaciones no
se estudio la influencia de la presencia de polimorfismos genéticos de las enzimas
gue se encargan de su metabolismo. En este contexto, es probable que el
metabolismo pueda afectar el nivel de dafio genético en los individuos expuestos a
estos compuestos. Entre los mecanismos que podrian explicar la generacién de
dafio por las anfetaminas, se podria atribuir a su capacidad para inducir un exceso
de dopamina, lo cual se asocia con la produccion de radicales hidroxilo y
superoéxido los cuales pueden participar en los efectos toxicos de las anfetaminas

a través de la oxidacion de proteinas y dafio al DNA*.

En relacion a la apoptosis, los hallazgos muestran que el Extasis, tiene capacidad
para inducir apoptosis. En dicho estudio se evalud el efecto pro-apoptotico en
hepatocitos de rata y en la linea celular HSC, encontrandose alteraciones

morfoldgicas y bioquimicas cominmente asociadas a apoptosis*.
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En nuestro estudio mediante el uso de la técnica de Anexina V, en los individuos
con el genotipo inactivo, se observd una tendencia a aumentar la muerte
programada, sin embargo, este incremento solo mostr6 diferencias

estadisticamente significativas a las 48 h con metanfetamina.

En un estudio realizado en 2004 se encontré evidencia que la metanfetamina
induce muerte celular producida como consecuencia de las interacciones entre el
reticulo endoplasmatico (estresado) y las vias mitocondriales muerte, mostrando
un aumento en la expresion de GRP78/BiP y CHOP y demostrando la transicion
de AIF, smac/DIABLO, y el citocromo c¢ mitocondriales en fracciones

citoplasmaticas™’.

Los hallazgos encontrados en el presente trabajo muestran evidencias importantes
de la participacion del metabolismo de las anfetaminas en la susceptibilidad al
dafio genotoxico. De ahi que se encontré que los individuos con el genotipo *2/*4
(inactivo) presentan incremento en la frecuencia de micronucleos en comparacion
con los individuos con el genotipo funcional (*1/*1). Ademas, nuestros resultados
muestran que se induce apoptosis, lo que podria sugerir que los mecanismos de
proteccion de la célula son activados para evitar que trascienda el dafio al DNA
producido por las anfetaminas. En otro escenario, seria interesante considerar que
los consumidores crénicos (por lo general con un estado de salud deteriorado),
serian individuos susceptibles a tener mas dafio genotoxico, probablemente
debido a la presencia de variantes no funcionales de la enzima y a la deficiencia

de los mecanismos que salvaguardan la integridad del DNA.
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9. CONCLUSIONES

©

En la poblacion de estudio, la distribucion de genotipos para la enzima
CYP2D6 fue: 56.1% para CYP2D6*1/*1, 31.8 % para CYP2D6*1/*2, 7.3%
para CYP2D6*2/*4, 2.4% para CYP2D6*1/*9 y 2.4% CYP2D6*1/*10.

Ninguna de las dos anfetaminas utilizadas en este estudio inducen un
efecto citotoxico o afectan la proliferacion celular con la concentracion

evaluada (1000 ng/ml).

El tratamiento con metanfetamina indujo un aumento en la muerte celular
programada (apoptosis) en los linfocitos de individuos con genotipo inactivo
de CYP2D6 (*2/*4).

La anfetamina y la metanfetamina aumentaron la frecuencia de
microndcleos en los individuos que presentan el genotipo inactivo de la
enzima (CYP2D6*2/*4).
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10. PERSPECTIVAS
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Incrementar el nimero de muestra (n) para identificar y estudiar mas

donadores con los polimorfismos de interés.

Determinar polimorfismos genéticos con actividad metabdlica reducida
(CYP2D6*10, CYP2D6*17 0 CYP2D6*9) y analizar su relaciéon con el dafio

genotdxico producido por las anfetaminas.

Evaluar el efecto genotéxico en individuos medicados con otros farmacos
que son metabolizados por CYP2D6 (antidepresivos, antipsicoticos y

antiarritmicos) y correlacionar este efecto con sus polimorfismos genéticos.
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