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1. Resumen

Las demencias se estan convirtiendo en un grave problema de salud publica debido
a la tendencia de la poblacién a envejecer. La enfermedad de Alzheimer (EA) es la
demencia mas comun y se caracteriza por el deterioro de las capacidades cognitivas
de los pacientes; sin embargo, en algunos casos también aparecen sintomas no
cognitivos como depresion, ansiedad, apatia y agitacion, entre otros. La aparicion
de sintomas no cognitivos como el trastorno depresivo mayor contribuyen a que se
acelere el deterioro cognitivo de los pacientes. El tratamiento de eleccion para los
sintomas son los antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina, principalmente citalopram y escitalopram. Sin embargo, la respuesta
terapéutica observada entre los pacientes es muy variable. Se ha propuesto que
existe una influencia de las variantes en los genes ABCB1, CYP2C19 y CYP2D6
sobre la variacion en la respuesta terapéutica y la susceptibilidad a padecer
reacciones adversas, aunado al impacto de factores no genéticos que influyan sobre
la respuesta terapéutica. Estos genes codifican para proteinas involucradas en la
farmacocinética de estos farmacos. ABCB1 codifica para la glicoproteina-P, un
transportador de eflujo que participa en la distribucién de los farmacos en el
organismo. CYP2C19 y CYP2D6 codifican para enzimas del citocromo P450 que

estan involucrados en el metabolismo del citalopram y el escitalopram.

Para explorar la influencia genética con la respuesta terapéutica y la ocurrencia de
reacciones adversas a citalopram o escitalopram se evalué la asociacion de los
polimorfismos 3435T>C (rs1045642), 1236C>T (rs1128503) y 2677G>T/A
(rs2032583) del gen ABCB1 en una muestra de pacientes mestizos mexicanos con
EA. Los resultados mostraron una asociacién entre el genotipo TT del polimorfismo
2677G>T/A y la susceptibilidad a padecer reacciones adversas al ser tratados con

citalopram o escitalopram; el resto de los genotipos no mostré ninguna asociacion.

Adicionalmente se evaluo la asociacion de los alelos CYP2C19*2, CYP2C19*3 y
CYP2C19*17 del gen CYP2C19; y CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*6, CYP2D6*10y CYP2D6*17 del gen CYP2D6 pero no se encontré alguna
asociacion significativa con la respuesta terapéutica o susceptibilidad a reacciones
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adversas. Se determind el fenotipo metabolizador para las enzimas de cada
paciente y se evalud su asociacion con su respuesta terapéutica o susceptibilidad
reacciones adversas sin encontrar asociaciones significativas. Sin embargo, en
algunos pacientes parece tener un impacto el fenotipo metabolizador de estas dos
enzimas pero dado el numero reducido de pacientes con el que se conto para el
ensayo es complicado establecer alguna relacién, por lo que ampliar el numero de
sujetos de estudio facilitaria el analisis de los resultados y le daria un mayor grado

de confianza al estudio.

2. Introduccion.

2.1 Demencia

La demencia se puede definir como un sindrome clinico neurodegenerativo
caracterizado por un deterioro progresivo de las funciones cognitivas y la incapacidad
para llevar a cabo las funciones de la vida cotidiana, de acuerdo a los criterios del DSM-
5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental). La demencia afecta la memoria, el
pensamiento, orientaciéon, comprensiéon, habilidad para hacer calculos, capacidad de
aprendizaje, lenguaje y juicio. También puede presentarse deterioro en el control
emocional, comportamiento social y estado de animo (Prince y cols, 2013; Zufiga y
cols, 2014).

Existen distintos tipos de demencia asociados con diferentes patrones en la
sintomatologia y las anormalidades cerebrales. Entre los tipos mas comunes se
encuentran: la EA, la demencia vascular, la demencia con cuerpos de Lewy, la
degeneracion frontotemporal lobar, la demencia mixta, la demencia por enfermedad de
Parkinson, y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, entre otras. Estas demencias son
irreversibles; sin embargo, existen algunas otras condiciones que pueden mimetizar los
sintomas de las demencias y ser potencialmente reversibles, como es el caso de la
depresion, el delirium, los efectos adversos por medicacién, los problemas de tiroides,
el uso excesivo de alcohol y la deficiencia de algunas vitaminas (Alzheimer’'s
Association, 2014).



2.2 Epidemiologia e importancia de las demencias.

Las demencias son un problema creciente de salud publica a nivel mundial debido a su
impacto social y econdmico (Zudiga y cols, 2014). Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), en el mundo existen 46.8 millones de personas que padecen
demencia, y se prevé que este numero aumente de 74.7 millones en 2030 a 131.5
millones en 2050, como se muestra en la Figura 1 (Alzheimer’s Disease International,
2013; Alzheimer’s Association, 2015). Es importante sefalar que casi dos tercios de las
personas afectadas radican en paises de ingresos medio y bajo (Instituto Nacional de
Geriatria, 2014).

A pesar de afectar principalmente a personas mayores, la demencia no se considera
una consecuencia del envejecimiento, aunque sélo entre el 2% y el 10% de los casos
de demencia inician antes de los 65 afos, mientras que a partir de esta edad la
prevalencia se duplica cada 5 afios (OMS, 2013). Actualmente, la poblacion mundial de
adultos mayores presenta una tendencia a crecer, como se muestra en la Figura 2, por
lo tanto se espera que las demencias empiecen a cobrar mayor importancia con el paso
de los afios y sean consideradas un problema de salud publica, como algunos paises

ya lo han hecho (Alzheimer’s Disease International, 2013).

Figura 1. Namero de personas que padecen demencia a nivel mundial entre 2010 y 2050

Tomada y modificada de Organizacién Mundial de la Salud, 2013.



Figura 2. Poblacion mundial de 60 afios o mas, entre 1950 y 2050. Segun la OMS existe una
tendencia mundial al incremento de adultos mayores, la poblacion mas vulnerable a las demencias

Tomada y modificada de Organizacién Mundial de la Salud, 2013

En México existen en la actualidad mas de 10 millones de adultos mayores de 60
afos, y las proyecciones indican un fendmeno de envejecimiento irreversible en el
pais. Se estima que existen alrededor de 800 mil personas afectadas por demencia
en el pais, y que el numero ascendera a 3 millones en el aio 2050 (Instituto Nacional
de Geriatria, 2014).

2.3 Enfermedad de Alzheimer.

La EA es el tipo de demencia mas comun en el adulto mayor, responsable de entre
el 60% y el 70 % de los casos mundiales (Alzheimer’s Association, 2015); sin
embargo, no existen reportes en México que indiquen cual es la prevalencia de este

padecimiento en el pais.

El sintoma inicial mas comun es la pérdida gradual de la capacidad para recordar
informacion nueva. Sin embargo, la EA se caracteriza por una gran diversidad de
sintomas, ademas de la pérdida de memoria, que empeoran de manera progresiva.
Entre otros sintomas caracteristicos de la EA se encuentran: dificultad para planear
o resolver problemas, dificultad para realizar actividades de la vida cotidiana,

confusién temporal y espacial, problemas de apreciacion visual y espacial,
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perturbacion del suefio, problemas de leguaje y escritura, cambios de humor,
personalidad, apatia y depresion (Revett y cols, 2013). Estos ultimos sintomas de
caracter no cognitivo como depresion, ansiedad y agitacion contribuyen para que el

deterioro cognitivo de los pacientes se dé con mayor rapidez (Lara y cols, 2016).

La fisiopatologia de la EA se debe al dafio y muerte neuronal que inicia en el
hipocampo, region cerebral que esta relacionada con la memoria y el aprendizaje,
y posteriormente las lesiones se extienden por el resto del cerebro. Las lesiones
cerebrales son causadas por agregados proteicos de placas seniles y ovillos neuro
fibrilares. Las placas seniles estan formadas por agregados de la proteina B-
amiloide, las cuales sufrieron cambios conformacionales en su estructura terciaria
formando asi los agregados. Los ovillos neurofibrilares son formados por agregados
anormales de la proteina tau, la cual es regulada por fosforilacion. (Revett y cols,
2013; Lara y cols, 2016). La formacion de la placa B-amiloide interfiere con la
neutransmisién colinérgica en el hipocampo comprometiendo las funciones
cognitivas (Serrano-Pozo y cols, 2011). Otros neutransmisores también se ven
afectados y existe un déficit en los niveles de serotonina causado por el deterioro
neuronal que se relaciona con sintomas depresivos (Alvarez y cols, 2008). La
noradrenalina también se ve afectada y la fluctuacidn de sus niveles se ha asociado

con depresion y agitacion (Alvarez y cols, 2008).
2.3.1 Enfermedad de Alzheimer y trastorno depresivo mayor.

La disminucion en los niveles de serotonina generada por la EA contribuye al
desarrollo de depresion y otros sintomas afectivos en los pacientes (Alvarez y cols,
2008). Simultaneamente, el padecimiento del trastorno depresivo mayor es

considerado un factor de riesgo para desarrollar EA (Green y cols, 2003; Xia, 2017).

La asociacion entre cognicion y sintomas afectivos es un proceso circular, en el que
la depresion se acompafa de un procesamiento mas lento de la informacién y
afectacion de la memoria y, a su vez, el rendimiento cognitivo puede ser el origen

de la aparicion de la sintomatologia depresiva (Simons y cols, 2009). El trastorno



depresivo mayor tiene una incidencia del 42% en pacientes con EA (Zhao y cols,
2016).

El trastorno depresivo mayor se caracteriza por un estado de animo triste o irritable,
desinterés, pérdida del apetito o peso, alteraciones del suefio, cambios en la
actividad psicomotora, fatiga, sentimientos de culpa inapropiados, problemas de

concentracion y pensamientos de muerte (DSM-5, 2014).

Otro factor de riesgo para EA descrito previamente es el hipotiroidismo, el cual se
ha asociado con una disminucion en las capacidades cognitivas y, también, con una

predisposiciéon a sufrir de depresion (Zavareh y cols, 2016; Salazar y cols, 2017).
2.3.2 Tratamiento

En el manejo de la EA, el principal objetivo es permitir que el paciente tenga la
habilidad para llevar a cabo su vida diaria de la mejor manera posible, manteniendo
una buena calidad de vida, disminuyendo la velocidad en el progreso de los

sintomas cognitivos y tratando la depresion y otros sintomas conductuales.

La EA tiene dos alternativas de tratamiento dependiendo de la etapa en la que se
encuentre. En las primeras etapas, el tratamiento no farmacolégico es el mas
utilizado y tiene como meta el mantener o mejorar las funciones cognitivas del
paciente, asi como, su habilidad para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana.
De igual forma, es usado para reducir sintomas conductuales como depresion,
apatia, agresividad, agitacién, alucinaciones, delirios, desinhibicion, ideas o
comportamientos suicidas y problemas de suefo. Este tratamiento consiste en el
estimulo de los sentidos con el uso de musica, imagenes o fotografias de familiares
(World Alzheimer’s Report 2009).

En etapas mas avanzadas y cuando el tratamiento no farmacolégico no funciona se
opta por una terapia farmacoldgica. La terapia farmacoldgica usada no interfiere con
la patologia de la EA, pero permite que el cerebro compense la consecuencia de la

pérdida de neuronas colinérgicas. El tratamiento de eleccién consiste en los
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inhibidores de la acetilcolinesterasa rivastigmina, galantamina y donepecilo
(American Psychiatric Association, 2004). En etapas aun mas avanzadas se utiliza
como tratamiento al antagonista del receptor glutamatérgico, N-metil-D-aspartato
(NMDA), memantina. Por lo general este farmaco se usa en conjunto con algun
inhibidor de la acetilcolinesterasa (Kovacs, 2009). Respecto a los sintomas no
cognitivos existen diferentes alternativas terapéuticas (Tabla 1) que ayudan a

mejorar la calidad de vida del paciente.

Tabla 1. Sintomas conductuales en la EA y las alternativas terapéuticas usadas para su
tratamiento. Tomada y modificada de la American Psychiatric Association. Practice guidelines

for the Treatment of Alzheimer Disease and Other Dementias of Late Life (2004).

Comportamiento Terapia

Ansiedad Antidepresivos, ansioliticos, anticonvulsivos.
Apatia Antidepresivos, estimulantes.

Humor Antidepresivos, anticonvulsivos.
Percepcion Antipsicéticos.

Sintomas vegetativos Antidepresivos, ansioliticos, estimulantes.

Existe evidencia de que los antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptura de

serotonina (ISRS) son mejor tolerados que otros antidepresivos ya que causan
menos sedacion, son menos cardiotdéxicos y tiene menos efectos colinérgicos
centrales y periféricos que los antidepresivos triciclicos (Inga y cols, 2011). Se ha
observado una mejora en pacientes con EA que presentan sintomas como
agitacion, agresividad o depresion que usan citalopram como tratamiento (Drye y
cols, 2009; Porsteinsson y cols, 2014).
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2.4 Antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
(ISRS’s).

2.4.1 Serotonina.

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es un neurotransmisor involucrado en
funciones autonomas, actividad motora, secrecion de hormonas, cognicion vy

algunos procesos complejos asociados con humor y emociones (Zhou, 2007).

En las neuronas serotoninérgicas el triptéfano (TRP) es convertido en 5-HT
mediante dos reacciones catalizadas por las enzimas triptéfano hidroxilasa (TPH) y
la decarboxilasa aromatica (DDC) (Struder y cols, 2001). 5-HT es almacenado en
vesiculas presinapticas y su transporte es mediado por el transportador de
monoaminas (SLC18A2). La 5-HT no almacenada es degradada por la monoamino-
oxidasa A (MAOA) a acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) (Hoffman y cols, 1998).
Una vez liberada la 5-HT de las vesiculas presinapticas puede interactuar con los
receptores presinapticos y postsinapticos. La interaccion con los receptores
presinapticos 1A (HTR1A), B (HTR1B), y D (HTR1D) atenua la exocitosis de 5-HT.
La interaccion con receptores postsinapticos HTR1 (HTR1A, HTR1B, HTR1D,
HTR1E, HTR1F) y HTR2 (HTR2A, HTR2C) interviene en la activacion de cascadas
de sefalizacion mediadas por segundos mensajeros (Struder y cols, 2001). El
transportador de solutos de la familia 6 miembro 4 (transportador de serotonina,
SLC6A4) es el encargado de recapturar la 5-HT en la neurona presinaptica (Quick,
2003).

2.4.2 La serotonina en la depresion y otros desérdenes afectivos.

En 1967 se propuso la hipétesis de la participacion de la serotonina en la depresion.
Esta hipotesis propone que una disminucion en la actividad en la via de la 5-HT esta
relacionada con la fisiopatologia de la depresién (Coppen, 1967). Sin embargo, el
papel de la serotonina en la depresion ha sido controversial ya que se argumenta
que ha habido una promocion excesiva de los ISRS’s basada en la hipdtesis de la
serotonina (Kirsch y cols, 2008). Estudios recientes en modelos animales han
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descrito que diversos componentes del sistema 5-HT como la triptéfano-hidroxilasa,
el transportador 5-HT o receptores especificos de 5-HT (5-HT1A) estan involucrados
en alteraciones que mimetizan el estado depresivo en humanos y, en algunos
casos, ansiedad (Cowen, 2008; Albert y cols, 2012). Se ha sugerido que receptores
enriquecidos en el segmento ventral del hipocampo como Htr1a, Htr2c y Htr7 juegan
un papel en el humor y en comportamientos relacionados con la ansiedad, similar

al efecto ansiolitico y antidepresivo de los ISRS’s (Phil, 2012).

2.4.3 Farmacodinamia de los ISRSs.

La diana molecular de los ISRS’s es el transportador de serotonina SLCA4. Esta
interaccion se refleja en la inhibicion de la recaptura de 5-HT del espacio o
hendidura sinaptica a la neurona presinaptica, lo que permite que la 5-HT
permanezca mayor tiempo en el espacio sinaptico e interaccione con los receptores
postsinapticos (Quick, 2003). El mecanismo se puede apreciar en la Figura 3. Esta
clase de antidepresivos requiere de 2-4 semanas para que se observe su efecto
terapéutico, tiempo en el cual la neurotransmision noradrenérgica y serotoninérgica

se adapta a los cambios (Vidal y cols, 2009).

Los cinco ISRS s disponibles en el mercado son fluoxetina, paroxetina, fluvoxamina,
setralina y citalopram. Este ultimo posee un enantidmero, el escitalopram, con las
mismas propiedades terapéuticas del citalopram. El escitalopram es el enantidmero
S del citalopram, mientras que el citalopram esta compuesto por la mezcla racémica

de los enantiomeros Sy R.

2.2.4 Citalopram y escitalopram

El citalopram pertenece a la familia de los antidepresivos ISRS’s y su estructura se
puede observar en la Figura 4. El citalopram y su metabolito N-desmetilado existen
como mezcla racémica pero el efecto farmacoldgico es debido al enantiomero S
(Sanchez, 2006). A pesar de que el metabolito N-desmetilcitalopram posee
actividad farmacologica, éste no cruza la barrera hematoencefalica por lo que no

puede llevar a cabo su actividad (Brgsen y Naranjo, 2001).
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Figura 3. Farmacodinamia de los antidepresivos ISRS’s. Se aprecia el bloqueo del
transportador SLC6A4 que impide la recaptura de serotonina en la neurona presinaptica. Esto
permite la interaccidon con los receptores presentes en la neurona postsinaptica. Tomada y

modifica de PharmGKB.org.
H,C
H,C
Z

Figura 4. Estructura quimica del citalopram. Molécula de citalopram, cuyo nombre segun
IUPAC es 1-[3-(dimetillamino) propil]-1-(4-fluorofenil)-1,3-dihidro-2-benzofuran-5-carbonitrilo. Se

senala con una flecha el carbono quiral de la molécula.

Ademas de su actividad sobre la recaptura de serotonina también se ha reportado

que impacta en menor medida sobre la recaptura de dopamina y noradrenalina. El
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efecto clinico que mejora los sintomas del humor y disminuye la ansiedad se debe
a los cambios adaptativos en la funcidn neuronal que potencian el sistema
serotoninérgico. Este proceso adaptativo tarda por lo regular dos semanas en las
cuales aun no se presenta el efecto terapéutico. En estas dos semanas aparecen
efectos adversos como boca seca, mareo, somnolencia, disfuncion sexual y dolor
de cabeza. Es importante mencionar que el citalopram es el ISRS que presenta

menos interacciones farmaco-farmaco (Wang y Pae, 2013).

El citalopram y escitalopram pueden producir diversos efectos adversos, algunos de
ellos independientes de dosis, por ejemplo mareos, sudoracion, nauseas, vomito,
temblores involuntarios, somnolencia, irregularidades en el ritmo cardiaco, pérdida
de la memoria, confusion, convulsiones, pérdida de la conciencia, presencia de un
color azulado alrededor de la boca, dedos y uifas, dolor muscular, orina oscura,
dolor de pecho, cansancio, alteracion en la frecuencia respiratoria, alucinaciones,
fiebre, rash cutaneo, ictericia, pérdida de la coordinacion, rigidez muscular, urticaria,

dolor de cabeza, entre otros (Ferguson, 2001).

La agencia de salud de los Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA),
emitid un comunicado en 2011 acerca de las anormalidades en el ritmo cardiaco
causadas por dosis elevadas de citalopram y recomendd no prescribir posologias
mayores a 40 mg por dia. En cuanto a los cambios en la actividad eléctrica del
corazén (prolongacion del intervalo QT en el electrocardiograma [ECG]), el
citalopram puede ocasionar un ritmo cardiaco anormal e incluso conducir a torsade
de pointes que puede ser mortal. El efecto es dosis-dependiente por lo que factores
genéticos y ambientales que influyan en la concentracién plasmatica del farmaco

pueden favorecer la aparicion de este efecto (FDA, 2012).

2.4.5 Farmacocinética de citalopram y escitalopram

El citalopram se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal. En este proceso
participa la glicoproteina-P, una proteina transmembranal de eflujo que puede
afectar el transporte activo del farmaco a través de las barreras. Esta proteina se

encuentra expresada en enterocitos y en la barrera hematoencefalica (Karlsson y
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cols, 2013). Alcanza su concentracion plasmatica maxima a las cuatro horas de ser
administrado por via oral con una biodisponibilidad del 80% y tiene una vida media
de 35 horas (Paulzena y cols, 2016).EI citalopram tiene un volumen de distribucion
de 12 L/kg. Es muy lipofilico y se distribuye a través de todo el cuerpo, incluyendo

la barrera hematoencefalica. (Paulzena y cols, 2016).

El citalopram es metabolizado principalmente en el higado, siendo el N-
desmetilcitalopram el principal metabolito, el cual presenta menor lipofilicidad y por
tanto no atraviesa la barrera hematoencefalica. Otros metabolitos son N,N-
didesmetilcitalopram, citalopram N-Oxido, y citalopram &cido propandico. Sus
metabolitos poseen muy baja actividad y no contribuyen al efecto terapéutico del

farmaco (Katrin y cols, 2011).

Las isoenzimas CYP3A4 y CYP2C19, que forman parte del complejo del citocromo
P450 (CYP) son las encargadas de la produccion del desmetilcitalopram en mayor
medida, CYP2D6 también es capaz de catalizar la reaccion pero lo hace en menor
medida. Mientras que la enzima CYP2D6 es la enzima encargada de producir N,N-
didesmetilcitalopram a partir del metabolito primario (Rochat y cols, 1997). En la

Tabla 2 y en la Figura 5 se observan las rutas metabdlicas del citalopram.

Tabla 2. Reacciones metabdlicas de citalopram. Principales reacciones en la via metabdlica de

citalopram donde se aprecia la importancia de las isoenzimas CYP2D6, CYP2C19 y CYP3A4.

Sustrato Enzimas Producto

Citalopram CYP2D6 Citalopram-N-6xido

Citalopram CYP2D6, CYP2C19, N-desmetilcitalopram
CYP3A4

Citalopram Desconocida Citalopram acido propanoico

N-Desmetilcitalopram CYP2D6 N,N-didesmetilcitalopram
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Figura 5. Metabolismo de Citalopram. Reacciones metabdlicas durante la eliminacién del
citalopram. Se encuentran involucradas las isoenzimas CYP2C19 y CY3A4 en la produccion del
metabolito primario en mayor proporcion y CYP2D6 en menor.CYP2D6 también genera el

metabolito secundario. Tomado y modificado de PharmGKB.org.
2.5 Farmacogenética.

En la farmacocinética y farmacodinamia de citalopram y escitalopram participan
diversas enzimas, transportadores y receptores que pueden influir en la variabilidad
de la respuesta antidepresiva y la ocurrencia de reacciones adversas. Por tanto,
variantes en genes que codifican para estas proteinas pueden impactar el

tratamiento con los ISRS’s.
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La farmacogenética se encarga del estudio de la variabilidad en la respuesta a
farmacos debido a factores genéticos. El término fue acufiado por primera vez en
1959 por Vogel para referirse al estudio de la variacion de los genes individuales en
la respuesta a los medicamentos. La farmacogenética es una rama de un concepto
mas amplio llamado farmacogendmica, la cual se encarga de estudiar las bases
moleculares y genéticas de las enfermedades con el fin disefiar nuevos esquemas

terapéuticos (Arribas, 2010).

La variabilidad genética causante de las diferencias en la respuesta terapéutica
puede ser debida a polimorfismos genéticos de un solo nucledétido (SNPs) o también
a inserciones y deleciones (de una a miles de pares de bases) en donde el gen
puede estar eliminado por completo o, por el contrario, que se encuentre
multiplicado (Arribas, 2010). Los SNPs pueden localizarse a lo largo del gen
afectando la secuencia de aminoacidos de la proteina y por lo tanto su actividad
fisiolégica, o también pueden localizarse en la region reguladora del gen, afectando
la capacidad de enlace de los factores de transcripcion y por lo tanto el nivel de
expresion del gen (Arribas, 2010). Dichas variantes pueden presentarse en intrones
y afectar las secuencias donadoras o receptoras de splicing y por lo tanto afectar
los niveles de expresion o la secuencia de aminoacidos de la proteina resultante
(Garcia-Blanco y cols, 2004). Estos polimorfismos genéticos condicionan a la
farmacologia influyendo tanto en la farmacocinética, como en la farmacodinamia
(Altman y cols, 2002).

2.5.1 Farmacogenética de citalopram y escitalopram.

En el metabolismo del citalopram y el escitalopram estan involucradas diversas
enzimas, principalmente algunas pertenecientes CYP como CYP3A4, CYP2D6 vy
CYP2C19 (Rochat y cols, 1997).

2.5.2 CYP3AA4.

CYP3A4 es la enzima CYP mas abundante en el higado y en los enterocitos. El sitio

activo de CYP3A4 es muy grande y flexible. Ademas de citalopram y escitalopram,
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metaboliza preferentemente sustratos lipofilicos como eritromicina, ciclosporinas, el
antineoplasico taxol, tamoxifeno, las estatinas, antidepresivos, benzodiacepinas,

opioides, entre otros (Bu, 2006).

CYP3A4 comparte 85% de su secuencia de aminoacidos con CYP3A5. Sin
embargo, presentan sustratos especificos y son capaces de catalizar diferentes
reacciones a partir del mismo sustrato (Williams y cols, 2002). Estas enzimas son

muy importantes ya que metabolizan alrededor del 30% de los farmacos (Figura 6)
(Bu, 2006).

El gen CYP3A4 forma parte del cluster CYP3A y se encuentra en el cromosoma
7922.2 (Nelson, 2004).A pesar de que CYP3A4/5 estan encargados de la mayor
parte del metabolismo de farmacos, son muy pocos los polimorfismos que tienen un
verdadero impacto en la variabilidad en la respuesta terapéutica (Penno y cols,
1981). Aunque se han observado patrones de heredabilidad en el metabolismo de
farmacos en CYP3A4, las bases genéticas de este fendmeno permanecen ocultas
(Perera, 2010). Solo el alelo CYP3A4*22 se ha asociado con un menor efecto

terapéutico de las estatinas (Wang y cols, 2011).

Las variantes genéticas de CYP3A4 pueden no llegar a ser tan relevantes ya que
existen fendmenos importantes de induccién e inhibicion enzimatica que modifican
el tiempo de exposicion al farmaco en el organismo. En la Tabla 3 se observan
algunos ejemplos de inductores e inhibidores de CYP3A4 y de otras CYP que se

pueden encontrar en la dieta o en tratamientos farmacologicos concomitantes.
2.5.3 CYP2C19

Diversos estudios relacionan variantes genéticas de CYP2D6 y CYP2C19 con las
concentraciones plasmaticas citalopram y escitalopram, la respuesta terapéutica y
la aparicion de efectos adversos en la terapia de citalopram y escitalopram (Ji y cols,
2014).
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El gen CYP2C19 se encuentra en el cromosoma 10924 y pertenece a la subfamilia
CYP2C, que esta compuesta por cuatro genes (CYP2C18, CYP2C19, CYP2C9,
CYP2C8) homologos (Nelson, 2004). Este gen es altamente polimorfico, se han
reportado 34 alelos de CYP2C19, de los cuales algunos presentan una actividad
disminuida como CYP2C19*2 y CYP2C19*3 (Hiratsuka, 2016). El alelo CYP2C19*2,
como el resto de los alelos, representa un haplotipo conformado por mas de un
SNP, sin embargo, uno de ellos es representativo y es el que se utiliza para
genotipificarlo. Para el alelo CYP2C19*2 la variante determinante es 19154G>A, la
cual resulta en la generacion de un sitio aberrante de splicing, y la sintesis de una
enzima de actividad nula (de Morais y cols, 1994). El alelo CYP2C19*3 tiene como
variante determinante 17948G>A, la cual se utiliza para su identificacion. La enzima
que resulta de este alelo es de actividad nula ya que le polimorfismos introduce un

coddn de paro prematuro (de Morais y cols, 1994).

Figura 6. Proporcion de farmacos procesados por las principales isoenzimas del CYP.
Porcentaje de farmacos metabolizados por cada isoenzima, asi como, los factores que afectan su
funcionamiento (factores genéticos e inductores). Tomada y modificada de Zanger (2013). (*) Factor

aun en controversia.
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El gen CYP2C19 también tiene alelos de actividad aumentada como el alelo
CYP2C19*17 cuya variante crucial es -806C>T que resulta en una sobre expresion
del gen que se ha asociado con un metabolismo ultrarrapido de los sustratos de
CYP2C19 (Sibbing y cols, 2010).

Tabla 3. Inductores e inhibidores de las principales enzimas CYP. Se sefialan algunos de los
inductores e inhibidores mas importantes de las enzimas CYP con mayor impacto en el metabolismo

de farmacos. Tomada y modificada de Zanger (2013).

Enzima Inductores Inhibidores

CYP2C19 Acido acetilsalicilico, Clopidrogel, flovoxamina,
barbituricos, carbamazepina, fluoxetina, omeprazol,
dexametasona, efivarenz, voriconazol.
rifampicina, ritonavir, hierba de
San Juan.

CYP2D6 No hay inductores para Celecoxib, fluoxetina,
CYP2D6 paroxetina, haloperidol,

metadona, quinidina.

CYP3A4/5 Barbituricos, carbamazepina, Claritromicina, diltiazem,
dexametasona, efivarenz, eritromicina, naringina,
ginko biloba, imatinib, Isoniazida, ketoconazol,
miconazol, oxcarbazepina, ritonauvir, verapamilo,
fenobarbital, fenilbutasona, voriconazol.
fenitoina, rifampicina, ritonavir,
estatinas, Hierba de San Juan,
topiromato, acido valproico.

CYP2C19 se encarga de inactivar a los inhibidores de la bomba de protones (IBP),
el anticoagulante clopidrogel y juega un papel importante en el metabolismo de
antidepresivos de primera y segunda generacién, dentro de los cuales se

encuentran los ISRS’s (Brgsen 2004; Zanger y cols, 2013;).
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El genotipo de CYP2C19 tiene impacto en el metabolismo de los inhibidores de la
bomba de protones, diversos antidepresivos (clomipramina, amitriptilina, citalopram,
moclobemida y escitalopram), benzodiacepinas, antifungicos (voriconazol) y el
farmaco antimalarico proguanil (Lee, 2013). De acuerdo al genotipo CYP2C19 de
los pacientes se puede predecir el fenotipo metabolizador de acuerdo a lo

especificado en la Tabla 4.

El fenotipo metabolizador pobre (PM) es producto de los alelos CYP2C19*2
(19154G>A; rs4244285) y CYP2C19*3 (17948G>A; rs4986893) (Furuta y cols,
2007) y los pacientes heterocigotos y homocigotos para estos alelos presentan

mayores concentraciones plasmaticas de farmacos sustrato de estas enzimas.

Por otro lado, el alelo CYP2C19*17 (-806C>T; rs12248560) produce ganancia de
funcién (fenotipo ultra metabolizador o UM). Algunos estudios han asociado la
presencia de este alelo con agregacion plaquetaria en pacientes en tratamiento con
clopidrogel (inhibidor de la agregacion plaquetaria), ineficacia al tratamiento con
omeprazol y concentraciones plasmaticas bajas de escitalopram (Ohlsson

Rosenborg y cols, 2008; Zabalza y cols, 2011).

La presencia del alelo CYP2C19*17 se ha visto asociada con la disminucién de la
concentracion plasmatica de citalopram y con intervalos QTc mas cortos en los
electrocardiogramas, con respecto a los PM y a los metabolizadores intermedios
(IM). Se ha observado que ni la dosis ni la concentracion plasmatica parecen estar
relacionadas significativamente con el intervalo QTc y que los pacientes PM

presentan intervalos QTc mas largos (de Vos y cols, 2011; Kumar y cols, 2014).

Algunos estudios no han encontrado asociacion entre el fenotipo metabolizador de
CYP2C19 y la respuesta terapéutica de citalopram y escitalopram (Chee y cols,
2013; Jiy cols, 2014, Peters y cols, 2016). Sin embargo, en la poblacién china donde
el fenotipo PM es bastante frecuente, se ha visto una asociacion entre la presencia
de este fenotipo y la aparicién de efectos adversos en pacientes tratados con
citalopram (Jin y cols, 2010).
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Tabla 4. Prediccion de fenotipos metabolizadores a partir de los genotipos para los genes
CYP2C19 Y CYP2D6. Se sefalan las caracteristicas de los genotipos en los individuos para que les
sea asignado su fenotipo respondedor. Se ejemplifican algunos genotipos pertenecientes a los
diferentes fenotipos, sin embargo, no son todos los posibles. Para CYP2D6 se adiciona la actividad

o capacidad enzimatica con la que cuenta cada fenotipo. Tomada y modificada de Hicks (2015).

Fenotipo respondedor

Actividad

enzimatica

Genotipos

Ejemplos de genotipos

CYP2C19

Metabolizadores
(UM 5-30%)

ultrarrapidos

Individuos que portan dos alelos con
funcién incrementada o un alelo de
funcion normal y uno con funcién

incrementada.

*17*17, *1*17

Metabolizadores extensivos Individuos que portan dos alelos con | 1*/1*
(EM 35-50%) funcién normal.
Metabolizadores intermedios Individuos que portan un alelo con | *1/*2, *1/*3, *2/*17
(IM 18-45%) funcién normal o incrementada y otro
alelo de funcién nula.
Metabolizadores lentos (PM 2- Individuos con dos alelos nulos. *2/*2, *2/*3, *3/*3

15%)

CYP2D6
Metabolizadores ultrarrapidos | >2.0 Individuos con multiplicaciones en | *1/*1xN, *1/*2xN, *2/*2xN
(UM 1-2%) alelos funcionales.
Metabolizadores extensivos | 1.0-2.0 Individuos con dos alelos normales o | *1/*1, *1/*2, *1/*4, *1/*5,
(EM 77-92%) dos alelos con funcién disminuida o un | *1/*9, *1/*41, *2/*2,*41/*41
alelo normal y un alelo nulo, o un alelo
normal y un alelo con funcién
disminuida.
Metabolizadores intermedios | 0.5 Individuos con un alelo con funcion | *4/*10, *4/*41, *5/*17*
(IM 2-11%) disminuida y un alelo nulo.
Metabolizadores lentos (PM 5- | 0 Individuos que portan dos alelos nulos. | *3/*4, *4/*4, *5/*5, *5[*6*

10%)
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Otros estudios indican que no existe un impacto significativo de la presencia del
alelo CYP2C19*17 en el metabolismo de citalopram; sin embargo, el alelo
CYP2C19*2 si se ha asociado significativamente con diferencias en las

concentraciones plasmaticas (Uckun y cols, 2015).

Otros estudios han encontrado que el genotipo de CYP2C19 parece tener un
impacto en el metabolismo del S-citalopram pero no del R-citalopram (Akil, 2016),
lo cual puede significar que el impacto del fenotipo sea mayor en pacientes que

toman escitalopram que en aquellos que toman citalopram.

Es importante sefalar que las frecuencias alélicas de los principales alelos en
poblacién mestizo mexicana son de 9% para los alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*17;
y de 0% para el alelo CYP2C19*3 (Ortega-Vazquez y cols, 2015).

2.5.4 CYP2D6.

CYP2D6 es una enzima no inducible por el consumo de tabaco, alcohol o de
actividad variable debida al género (Kimura y cols, 1989). Sin embargo, el contenido
hepatico y el funcionamiento de CYP2D6 varia drasticamente de persona a persona

debido a los polimorfismos genéticos (Zanger y cols, 2001).

Aunque CYP2D6 presenta una expresion relativamente baja en el higado, un gran
numero de farmacos es metabolizado por esta enzima. Entre ellos se encuentran
algunos antiarritmicos (propafenona, mexiletina, flecainida), antidepresivos
triciclicos y de segunda generacion (amitriptilina, paroxetina, venlafaxina),
antipsicoticos (aripripazol, risperidona), B-bloqueadores (bufuralol, metroprolol),
antineoplasicos (tamoxifeno), analgésicos opioides (codeina, tramadol), entre otros
(Stingl, 2012).

El gen CYP2D6 pertenece a la subfamilia CYP2D y se encuentra en el cromosoma
22913.1 (Kimura y cols, 1989). Los polimorfismos del gen CYP2D6 han sido los mas
estudiados a través de los afios. Estos polimorfismos son los que tienen el mayor

impacto dentro de todas las isoenzimas CYP. CYP2D6 presenta alelos nulos (por
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ejemplo CYP2D6*4 y *5) que derivan en fenotipos PM, alelos de actividad reducida
(CYP2D6*10y *17) en fenotipos IM y se pueden presentar multiples copias de alelos
funcionales que se expresen fenotipicamente como UM (Griese y cols, 1998). Se
conocen 109 alelos hasta ahora. La prediccién de estos fenotipos metabolizadores

a partir del genotipo de CYP2D6 se realiza conforme a la Tabla 4.

Entre los alelos con mayor frecuencia a nivel mundial se encuentran CYP2D6*2
(2850C>T; rs16947), CYP2D6*3 (2549delA; rs35742686), CYP2D6*4 (100C>T;
rs1065852 y 1846G>A; rs3892097), CYP2D6*5 (delecion del gen), CYP2D6*6
(1707delT; rs5030655), CYP2D6*10 (100C>T; rs1065852), CYP2D6*17 (1023C>T;
rs28371706 y 2850C>T; rs16947), CYP2D6*35 (31G>A; rs769258) y CYP2D6*41
(2850C>T; rs16947 y 2988G>A; rs38371725). EI mas frecuente es el alelo
CYP2D6*2, sin embargo, su actividad es aproximadamente igual en 80% con
respecto al alelo silvestre. El alelo CYP2D6*35 también posee actividad normal

(Griese y cols, 1998; Pietarinen y cols, 2016).

Los alelos CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 y CYP2D6*6 son de actividad nula.
Siendo el alelo CYP2D6*4 el mas frecuente (hasta un 25% en caucasicos), el alelo
CYP2D6*5 esta presente en un 3-5% de la poblacién en general, mientras que los
alelos CYP2D6*3 y CYP2D6*6 se encuentran en un 1-3% de la poblacién caucasica
(Griese y cols, 1998). En poblacién mestiza mexicana el alelo CYP2D6*3 tiene una
frecuencia de 1.44%, el alelo CYP2D6*4 de 11.21% y el alelo CYP2D6*5 de 2.67%
(L6pez y cols, 2005).

Los principales alelos de actividad reducida son CYP2D6*10 y CYP2D6*17. El alelo
CYP2D6*10 prevalece en el este de Asia y el alelo CYP2D6*17 en poblacion
africana (Griese y cols, 1998). Su frecuencia en poblacién mexicana es de 12.45%

y 1.65%, respectivamente (Lopez y cols, 2005).

Debido a la amplia variacién en este gen, el impacto que tienen las variantes de
CYP2D6 en el metabolismo de los farmacos que son sus sustratos es, por lo

general, muy importante.
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El fenotipo metabolizador de CYP2D6 se ha visto asociado de manera significativa
con los niveles plasmaticos de citalopram y N,N-desmetilcitalopram (de Vos y cols,
2013). Sin embargo, estudios han asociado al alelo CYP2D6*10 con variaciones en

las concentraciones plasmaticas en pacientes de origen chino (Chen y cols, 2013).

Estudios in vitro en células de insectos han logrado detectar una variacion entre el
38-129% en la concentracién de desmetilcitalopram y 13—-138% de citalopram N-
oxido, principales metabolitos de citalopram, dependiendo de 24 variantes genéticas
de CYP2D6 que expresan estas células comparadas con el genotipo silvestre (Hua
y cols, 2016).

En dos estudios se reportd una asociacion entre el genotipo CYP2D6 y las
concentraciones plasmaticas de escitalopram y sus metabolitos, asi como, la
aparicion de efectos adversos menores como boca seca. Sin embargo, no se ha
podido encontrar una asociacion entre la concentracion plasmatica y la aparicion de

afectos adversos mayores (Ji y cols, 2014; Huafroid y cols, 2013).
2.5.5 Glicoproteina-P

La glicoproteina-P (P-gp) esta conformada por 280 aminoacidos y pertenece a una
familia conocida como ATP-binding cassete. El transportador ABCB1, como
también se le conoce, es el mas estudiado de la familia ABC y es codificado por el
gen ABCB1 (Dean y cols, 2011). La P-gp utiliza energia mediante la hidrdlisis de
ATP para llevar a cabo el transporte activo de xenobio6ticos, el cual se realiza en
contra de un gradiente de concentracion (Lin y cols, 2003). La P-gp es abundante
en los enterocitos de las vellosidades del yeyuno y el colon, en el endotelio capilar
de la barrera hematoencefalica, barrera hematotesticular, glandula adrenal, tibulo
renal proximal, células pancreaticas y placenta (Thiebaut, 1978).

Algunos factores que pueden afectar el funcionar de la P-gp son sustratos,
inhibidores e inductores, el género y los polimorfismos genéticos.
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Se han reportado alrededor de 4453 SNP’s en ABCBL1 pero solo 124 presentan
una frecuencia mayor al 5% en poblacién caucasica (Hodges y cols, 2011). Dentro
de todos estos polimorfismos existen tres que han sido ampliamente estudiados por
su frecuencia, consecuencias funcionales e implicaciones clinicas. Estos
polimorfismos son 3435C>T, 2677G>T/A y 1236C>T (Bruhn, 2014). El primero de
ellos es una mutacién silenciosa, que modifica la expresidn del gen y la actividad de
la proteina; ademas se ha visto asociado a cambios en la biodisponibilidad de
digoxina, concentraciones intracelulares de ciclosporinas, respuesta terapéutica a
antiepilépticos y efectos adversos en terapia con opioides (Bruhn, 2014; Johne,
2002).

El polimorfismo 2677G>T/A produce una proteina con actividad modificada que se
ha visto asociada con la respuesta a imanitib y con la aparicion de efectos adversos
en terapia con opioides (Dulucq, 2008). El polimorfismo 1236C>T es una mutacion
silenciosa, y también se ha asociado con la respuesta a imatinib y efectos adversos
a opioides (Bruhn, 2014; Dulucq, 2008).

El polimorfismo 3435T>C (rs1045642) tiene una frecuencia en poblacion mestiza
mexicana de 49% y para el polimorfismo 1236C>T (rs1128503) del 50%. El
polimorfismo 2677G>T/A (rs2032583) es trialélico, en el mismo estudio la frecuencia

fue de 42% para la variante Ty 7% para la variante A (Ortega-Vazquez y cols, 2015).

Los genes que codifican para enzimas CYP no han sido los unicos estudiados
dentro de la farmacogenética de citalopram y escitalopram, estudios sugieren que
el genotipo de ABCB1 (2677G>T/A (rs2032583) y 1236C>T (rs1128503)) puede
estar involucrado en la variacion en la respuesta terapéutica a ISRS’s, asi como en
la aparicion de efectos adversos. Aunque no se han observado alteraciones en la
concentracion plasmatica de citalopram y escitalopram (Huang y cols, 2013).
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2.5.6 Otros factores que producen variabilidad interindividual en el
funcionamiento de CYPs involucrados en el metabolismo de citalopram y

escitalopram.

Diversos estudios han dilucidado que tanto la funcionalidad de las enzimas CYP,
como la expresidn génica, presentan una gran variabilidad interindividual, debido a
factores como: polimorfismos genéticos, la influencia epigenética, la politerapia con
inhibidores e inductores enzimaticos, y factores intrinsecos del paciente como la
masa corporal, la distribucion de la grasa en el cuerpo, el flujo sanguineo en el
higado, asi como la expresion de las enzimas metabolizadoras y los transportadores

(Zanger y cols, 2013).

2.5.7 Inductores e inhibidores.

Las diversas isoenzimas del CYP son facilmente inducibles, lo que posee
implicaciones clinicas importantes, puesto que constituye un mecanismo bioquimico
de interaccion farmacoldgica (Lin y Lu, 1998). La induccion también se puede dar
por un incremento de la transcripcién génica o mecanismos post-transcripcionales
como la estabilizacion de mARN. El efecto de los inductores permanece poco

tiempo después de retirarlos (Whitlock, 1999).

Los inhibidores interactuan directamente con la enzima, ya sea en el sitio catalitico
0 en un sitio alostérico. Existen inhibidores potentes, moderados y débiles. Al ser
retirados los inhibidores que no son irreversibles (por ejemplo, la naringina, en el
jugo de toronja, para CYP3A4), permiten que la enzima realice su funcién con

normalidad.

En la Tabla 3 se sefalan algunos de los inductores e inhibidores de las enzimas

mas importantes en el metabolismo de citalopram y escitalopram.

2.5.8 Factores no genéticos propios de cada individuo.

El género de los pacientes es uno de los principales factores que tiene una influencia
sobre la farmacocinética. El género impacta en la farmacocinética por diversos
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factores como la masa corporal, la distribucion del tejido adiposo, el flujo sanguineo
en el higado, asi como, la expresidén de transportadores y enzimas (Zhang y cols,
2001). Se ha estudiado en modelos animales la expresion de enzimas de CYP
especificas de género, y se ha encontrado que por lo general existe una mayor
expresion en hembras. Por otro lado, la mayoria de los estudios clinicos indican que
las mujeres metabolizan los farmacos mas rapido que los hombres (Cotreau y cols,
2005).

La edad es otro factor que afecta la capacidad para metabolizar farmacos,
principalmente en los extremos de la vida, en donde la capacidad metabdlica es

baja (Cotreau y cols, 2005).

Algunas enfermedades, principalmente aquellas que afectan al higado como
cirrosis, higado graso o esteatohepatitis; afectan la capacidad metabdlica.
Asimismo, se ha reportado que los procesos infecciosos también afectan la
capacidad metabdlica (Elbekai, 2004).

2.5.9 Factores epigenéticos.

Algunos cambios heredables en la funcidon génica no se basan en variaciones en la
secuencia de DNA. Este tipo de cambios son producidos por factores epigenéticos,
principalmente metilacion de DNA y modificacion de histonas. El primero
involucrado en el control de la expresion génica y el segundo en la accesibilidad de
la cromatina, asi como, su actividad transcripcional. Muchos de estos procesos de
regulacion son llevados a cabo por miRNAs (micro ARNs) (Ingelman-Sundberg y
Gomez, 2010).

Estos factores epigenéticos son afectados por los factores no genéticos de los
individuos como género, edad y factores ambientales. Ademas, existen
polimorfismos genéticos de un solo nucleétido (SNP’s) en los miRNAs y en los sitios
de unién de los miRNAs, asi como, variantes en el numero de copias (CNVs) que
afectan la expresion génica (Schmeier, 2011).

29



3. Planteamiento del problema.

El creciente numero de casos de EA en el pais, asi como la perspectiva que se tiene
a futuro de la misma enfermedad, lo hacen un problema de salud publica. En la
practica clinica se ha observado que la respuesta terapéutica de los pacientes con
EA ante antidepresivos inhibidores de la recaptura de serotonina presenta una gran
variacion interindividual. Se sabe que la farmacogenética tiene un papel importante
en estas variaciones y por lo tanto es necesario estudiar el impacto que tienen genes
involucrados en la farmacocinética del citalopram y el escitalopram en la respuesta

a dichos farmacos en pacientes mestizos mexicanos con EA .

4. Hipétesis

Variantes en los genes CYP2C19, CYP2D6 y ABCB1 impactan en la respuesta a
citalopram y escitalopram, asi como, en la aparicion de efectos adversos en

pacientes mestizos mexicanos con EA.

5. Objetivos

General:

e Evaluar el impacto de diferentes variantes en los genes CYP2D6, CYP2C19
y ABCB1 en la respuesta terapéutica a citalopram y escitalopram, asi como,
en la aparicion de efectos adversos, en pacientes mestizos mexicanos

diagnosticados con EA.
Particulares:

e Evaluar la asociacion de los polimorfismos 3435T>C (rs1045642), 1236C>T
(rs1128503) y 2677G>T/A (rs2032583) del gen ABCBL1 con la respuesta a
citalopram y escitalopram en una muestra de pacientes mestizos mexicanos

con EA con depresion.
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e Evaluar la asociacion de los alelos CYP2C19*2, CYP2C19*3 y CYP2C19*17
del gen CYP2C19 con la respuesta a citalopram y escitalopram en pacientes
mestizos mexicanos con EA con depresion.

e Evaluar la asociacion de los alelos CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4,
CYP2D6*5, CYP2D6*6, CYP2D6*10 y CYP2D6*17, asi como las posibles
multiplicaciones de los mismos con la respuesta a citalopram y escitalopram
en pacientes mestizos mexicanos con EA con depresion.

e Evaluar si existe algun factor no genético que afecte la respuesta a citalopram

y escitalopram en pacientes mestizos mexicanos con EA con depresion.

6. Procedimiento experimental.
6.1 Poblacién de estudio.

Se estudiaron 47 pacientes diagnosticados con EA, tratados con citalopram o
escitalopram, atendidos en el Departamento de Neurogenética del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia (INNN). Los 47 pacientes fueron seleccionados de un
banco de muestras de mas de 700 pacientes con demencia. Los pacientes fueron
depurados de tal forma que los 47 pacientes que se estudiaron tuvieran diagndstico
de EA, trastorno depresivo mayor y estuvieran en tratamiento con citalopram o

escitalopram.

Los pacientes fueron clasificados como respondedores y no respondedores a la
terapia de acuerdo a la mejora en el estado de animo y en los sintomas depresivos;
o en tolerante o hipersensible al medicamento en caso de que registraran alguna

reaccion adversa.

La respuesta terapéutica se determiné mediante los reportes médicos sobre la
evolucion en estado de animo de los pacientes, respetando el periodo de latencia

para observar los efectos antidepresivos de los farmacos.
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Las reacciones adversas de citalopram y escitalopram que se buscaron en los
expedientes clinicos fueron: nausea, arritmia, cefalea, sudoracion, convulsiones,
agitacion, insomnio, hipersomnia, fatiga, anorexia, calambres musculares, rash

cutaneo, problemas respiratorios y alteraciones de la marcha.

De cada paciente se registré la siguiente informacién: edad, género, diagnostico,
inicio de EA, antecedentes heredofamiliares, tratamiento concomitante, co-
morbilidad, tiempo de tratamiento, peso, talla, dosis del medicamento y descripcion

de las reacciones adversas. 5 de los 47 pacientes padecen hipotiroidismo.

6.1.1 Criterios de inclusion

- Pacientes mestizos mexicanos con EA (casos esporadicos y casos familiares) y
trastorno depresivo mayor, tratados con citalopram y escitalopram, que acudan a
consulta externa en el INNNMVS cuyos familiares o cuidadores primarios acepten

participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.

- Pacientes que hayan suspendido el tratamiento con estos farmacos por ineficacia

O presencia de reacciones adversas.

6.1.2 Criterios de exclusion.

- Individuos con padres o abuelos extranjeros.

- Pacientes cuyos familiares no acepten participar en el estudio.

- Pacientes con falta de adherencia al tratamiento con farmacos modificadores de

demencia e inhibidores de la recaptura de serotonina.
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6.2 Extraccion de ADN genémico a partir de sangre periférica.

La extraccion de ADN de las muestras de sangre periférica tomadas de los
pacientes se realizd siguiendo el método modificado de Miller (precipitacion por

sales modificada por el laboratorio).

1. Se colocaron 3 a 4 mL de sangre en un tubo cénico de 15 mL y se agrego
tres veces el volumen de Solucién de Lisis de Glébulos Rojos (cloruro de
amonio 0.155M, Bicarbonato de potasio 10 nM, EDTA 0.1 mM; pH 7.4).

2. Se homogenizaron las muestras por inversion y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 6 min.

3. Se descartd el sobrenadante, se adiciond 1 mL de Soluciéon de Lisis de
Globulos Rojos y se agitd hasta resuspender el botdn. Posteriormente, se
traspaso a un microtubo de 1.5 mL, se agité hasta homogenizar, se centrifugd
a 3000 rpm durante 2 min y se descartd el sobrenadante. Se repitidé este
procedimiento tres veces.

4. Para la lisis de globulos blancos se adicionaron en cada tubo 570 pL de NaCl
5 UM y se agitdé durante 2 min. Posteriormente se agregaron 40 yL de SDS
10% y se agité durante 5 min. Por ultimo, se agregaron 200 pL de solucion
saturada de NaCl vy se agitdé durante 10 min. Se centrifugd a 11500 rpm

durante 20 min a 4°C.

5. Se separ6 el sobrenadante en un tubo limpio de 1.5 mL y se agregaron 600
ML de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1). Se agité y se centrifugd a 14000
rpm durante 15 min a 4°C.

6. Se obtuvo la fase acuosa, se coloco en un tubo de 1.5 mL con 800 pL de
etanol absoluto y se centrifugd a 14000 rpm durante 15 min. Se decantd y se
lavd con 700 pyL de etanol al 70%. Se centrifugd de nuevo a 14000 rpm

durante 15 min.
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7. Se decant6 el sobrenadante y se sec6 el botdn al vacio en un concentrador

(Eppendorf Concentrator 5301) durante 15 minutos.

8. Una vez seca la muestra, se le adicionaron 100-300 uyL de agua estéril para

resuspender el ADN. Las muestras se almacenaron a 4°C hasta su uso.

6.3 Cuantificacion del ADN.

Se determind la concentracion de cada muestra, usando un espectrofotometro UV-
visible (NanoDrop 2000 Spectrophotometer), colocando 2 uL de muestra en el paso
Optico del equipo para obtener la concentracion de la muestra en unidades de ng/uL.
También se determiné el cociente Az2s0/A2s0 para determinar la pureza del ADN de

cada muestra.

Una vez cuantificadas las muestras, se prepararon diluciones a 100 ng/uL, para
llevar a cabo las técnicas de XL-PCR, PCR-RFLP y g-PCR. Las diluciones fueron

almacenadas a 4°C para su posterior uso.

6.4 Genotipificacion de los polimorfismos 3435T>C (rs1045642), 1236C>T
(rs1128503) y 2677G>T/A (rs2032583) del gen ABCB1.

La genotipificacion de las muestras fue realizada por medio de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (g-PCR) para deteccion de

polimorfismos mediante el uso de sondas alelo-especificas tipo Tagman® (Tabla 5).

Para realizar la genotipificacion se realizd una mezcla final de reaccién cuyo
contenido se muestra en la Tabla 6 y se usaron las condiciones de reaccién de la
Tabla 7.
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Tabla 5. Sondas utilizadas para genotipar las variantes genéticas analizadas de los genes
ABCB1, CYP2C19 y CYP2D6. Se utilizan dos sondas para analizar la variante trialélica

rs2032583.

Cambio de

nucleétido y

posicion

ref. NCBI

ABCB1 C_758662_10 c.1236T>C rs1128503
C_7586657_20 c.3435T>C rs1045642
C_11711720D_40 c.2677G>T rs2032583
C_11711720C_30 C.2677G>A rs2032583
CYP2C19 C__469857_10 g.-806C>T rs12248560
C__25986767_70 c.681G>A rs4244285
C__27861809_10 €.636G>A rs4986893
CYP2D6 C__32407232_50 c.775delA rs35742686
C__27102431_DO0O ¢.506-1G>A rs3892097
Hs00010001_cn Variacion en N/A
ndmero de
copias

Tabla 6. Volumen de los reactivos utilizado para la mezcla de reaccion usada para q-PCR.

El volumen indicado por reactivo es el necesario para realizar una reaccion.

Reactivo Volumen (L)

TagMan Fast Universal PCR Master Mix 2.50
Sonda TagMan® 0.25
ADN (100 ng/ pL) 1.00
H20 c.b.p 5 pL 1.25
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Tabla 7. Condiciones de ciclado para la discriminacién alélica por PCR tiempo real. El
programa utilizado no cambié para las determinaciones en los diferentes genes que se evaluaron. El

ciclado tiene una temperatura de activacion necesaria para la polimerasa hot-start.

Paso Temperatura (°C) Tiempo

Activacion de la hot-start DNA 95 20 segundos

polymerase

40 ciclos Desnaturalizacién 95 1 segundo
Alineamiento y 60 20 segundos
elongacion

Elongacion final 60 1 minuto

La reaccion se llevd acabo en el equipo Step One® System y se uso el programa

Step One® v2.2.2 para observar los resultados.

Para la genotipificacion de la variante 2677G>T/A (rs2032583) fue necesario el uso

de dos sondas diferentes, debido a que este polimorfismo es trialélico.

El analisis de los resultados de la variante 2677G>T/A (rs2032583) se realiz6 como

se indica en la Tabla 8.

6.5 Genotipificacion de los polimorfismos19154G>A (rs4244285), 17948G>A
(rs4986893) y -806C>T (rs12248560) correspondientes a los alelos CYP2C19*2,
CYP2C19*3y CYP2C19*17, respectivamente, del gen CYP2C109.

La genotipificacion fue realizada mediante el uso de la técnica q-PCR para deteccién
de polimorfismos con uso de sondas alelo-especificas tipo Tagman®. Las sondas
empleadas para la genotipificacion fueron C__ 25986767 _70, C__ 27861809 _10 y
C__469857_10 (tabla 5), la preparacion de la mezcla de reaccion se muestra en la
tabla 7. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo Step One® System y se usé

el programa Step One® v2.2.2 para observar los resultados.
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Tabla 8. Obtencién del genotipo de la variante 2677G>T/A con base en los resultados del
andlisis realizado con las sondas C_11711720C_30 y C_11711720D_40. El genotipo de la
variante 2677G>T/A se obtiene mediante los resultados de ambas sondas. El resultado

indeterminado indica que ninguno de los alelos estudiados con esa sonda amplifico en el

experimento.
Genotipo Resultado para la sonda Resultado para la sonda
C_11711720C_30 C/A C_11711720D_40 C/T
cic Wt Wt
CIT Wt Ht
AT Hm Hm
A/A Hm Indeterminado
C/A Ht Hm
TIT Indeterminado Hm

Wt: alelo silvestre. Presencia homocigota del alelo silvestre en la muestra.
Ht: Heterocigoto. Presencia de ambos alelos en la muestra.

Hm: Homocigoto. Presencia homocigota del alelo mutado en la muestra.

Aquellas muestras que no tuvieron resultados positivos para alguna de estas
variantes fueron consideradas como silvestres (wt), sin embargo, esto no elimina la
posibilidad de que estas muestras tengan en su genotipo alguna variante alélica que

no fue analizada.

6.6 Genotipificacion de los alelos CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*6, CYP2D6*10 y CYP2D6*17, asi como las posibles multiplicaciones
de los mismos del gen CYP2D6.

La genotipificacion del gen CYP2D6 se realizd siguiendo el esquema de la Figura
7. La genotipificacion del alelo CYP2D6*5 se realizé por medio de una reaccién en
cadena de la polimerasa larga (XL-PCR) en la cual se utilizaron los oligonucleétidos
52D6*5 y 3'2D6*5 (Tabla 9), y los oligonucleétidos DPkup y DPklow para la
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amplificacion del gen CYP2D6 como control. La mezcla final de reaccion se sefiala

en la Tabla 10 y las condiciones de reaccion se sefialan en la Tabla 11.

—] ADN Gendmico
Todas las Todas las
muestras | muestras
| |
— XL-PCR para CYP2D6*5 | Determinacion de alelos
Todas las multiples
ruestras | Muestras no *4/*4, =410y *10/*10
‘ | |
PCR_RmDFLP mﬁr'?f;m m a-PCR mpﬂm %5;-"93"# del) q-PCR Variacion de niimero
| de copias
PCR-RFLP para 1707 (T del)
Homocigotos v heterocigotos CYP2D6*6
para 188 (T) PCR-RFLP para 1023 (T)

‘ | \ CYP2D6*17
q-PCR para 1846 (A)
CYP2D6"4

Figura 7. Diagrama de flujo para la genotipificacion de CYP2D6. En el diagrama se muestran

los pasos que se siguieron de manera ordenada para la genotipificacion del gen CYP2D6.

La XL-PCR gener6 fragmentos de 5.1 kb, correspondiente al gen CYP2D6, y de 3.5
kb si se identificaba como positivo para el alelo CYP2D6*5. El analisis del producto
de XL-PCR fue realizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En la Figura

8 se puede apreciar el patrén de bandas generado por el ensayo.
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Tabla 9. Oligonucleétidos utilizados en las reacciones de PCR realizadas. Tomada y modificada
de Dorado (2005) y Varela (2015).

Alelo o gen Oligonucleétido Secuencia (5’-3’) Tamaio
del
amplicén
(pb)

*2 CYP2D6*2-Fw 5-GCTGGGGCCTGAGACTT-3’

2850C>T CYP2D6*2-Rv 5-GGCTATCACCAGGTGCTGGTGCT-3

*2 (alelos 52D6dup 5'-GCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGG-3' 10,000

multiples)

32D6*1xN 5-CCTGTCTCAAATGCGGCCAGGCGGTGGGGTA-3'

*5 52D6*5 5'-CACCAGGCACCTGTACTCCTC-3' Gen: 5100

32D6*5 5-CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC-3'

CYP2D6 (gen DPKup 5-GTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTCA-3’ *5. 3500

completo)

DPKlow 5'-GCCGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTA-3’

*6 52D6*6 5-TGCGCAACTTGGGCCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACTAG-3' 3850 384

1707delT 32D6*6 5'-CTCGGGAGCTCGCCTTGCAGAGACTC-3'

*10 5'2D6*10 5'-CCTGATGCACCGGCGCCAACGCTGGGCTGCACAGTAC-3' 241

100C>T 32D6*10 5-CAAACCTGCTTCCCCTTCTCAGCC-3'

M7 572D6*17 5-GGCGAGGACACCGCCGACCGCCCGCCTGTGCCCAGTA-3' 206

1023C>T 32D6*17 5-GGTTTCTTGGCCCGCTGTCCCCACTC-3'
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20,000 pb
5,000 pb
3,000 pb

1,500 pb

700 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

M.P.M. Wt CYP2D6*5

Figura 8. Patrones de bandas representativos de la genotipificaciéon del alelo CYP2D6*5 por
XL-PCR. En el carril Wt se observa una muestra negativa para esta variante ya que solo se observa
la banda correspondiente al gen CYP2D6 (5.1 kb). En el carrii CYP2D6*5 se observa la banda
correspondiente al gen y la banda de 3.5 kb que indica que la muestra es positiva para CYP2D6*5

de manera heterocigota. M.P.M.= Marcador de peso molecular.

Tabla 10. Composicion de la mezcla final de reacciéon para XL-PCR. Se utilizan 0.20 yL de cada
uno de los cuatro oligonucleétidos utilizados en las reacciones. 5°2D6*5, 3'2D6*5, DPkup y DPklow

para la determinacién del alelo *5.

Reactivo Volumen (pL)
Long-PCR Taq Enzyme 0.15
Buffer de reaccion con MgCl, 1.00
dNTP’s 2 mM 1.00
Oligonucleétidos (cada uno) 0.20
ADN (100 ng/ pL) 0.50
H.0 c.b.p 10 pL 1.55
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Tabla 11. Protocolo de ciclado para la XL-PCR usada para genotipar el alelo CYP2D6*5. La
reaccion consta de dos ciclos diferentes. En el segundo hay una gradiente de tiempo en la elongacion

en cual se incrementan cinco segundos por cada ciclo que transcurre.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacién inicial 94 2 minutos
10 ciclos Desnaturalizacién 95 20 segundos
Alineamiento y 68 4 segundos
elongacién
20 ciclos Desnaturalizacién 95 20 segundos
Alineamiento y 68 4 segundos (incrementando 5 segundos
elongacion por ciclo)
Extension final 68 7 minutos

Los alelos CYP2D6*2, *6, *10 y *17 fueron determinados mediante la técnica PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Las condiciones de PCR se
muestran en la Tabla 12 y los oligonucleétidos empleados para cada alelo en la
Tabla 9. La mezcla final de reaccion se realizdé conforme a la Tabla 13. Para el alelo
CYP2D6*2 se utilizo6 ADN gendémico (100 ng/uL) en vez del producto de XL-PCR
como se uso para el resto de los alelos. Las reacciones se llevaron a cabo en el

equipo Axygen™ MaxyGene™ Il Thermal Cycler.

Tabla 12. Protocolo de ciclado para las reacciones de PCR necesarias para la genotipificacion
de CYP2D6 por RFLP. Las condiciones de reaccion mostradas en la tabla son validas para las
reacciones de los alelos CYP2D6*10 y CYP2D6*17. En la PCR del alelo CYP2D6*6 se modificé el
numero de ciclos a 15, mientras que la PCR del alelo CYP2D6*2 necesité de 25 ciclos, ademas la

temperatura de alineamiento fue de 67°C.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 3 minutos
20 ciclos Desnaturalizacién 95 10 segundos
Alineamiento 65 15 segundos
Elongacién 72 5 segundos
Extensioén final 72 1 minuto
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Tabla 13. Composicion de la mezcla final para las PCR realizadas en la genotipificacion del
gen CYP2D6. Las PCR realizadas se llevaron a cabo con el producto de la XL-PCR del alelo *5 con

excepcion del *2 para el cual se usé una dilucién de ADN gendémico (100 ng/uL).

Reactivo Volumen (pL)
KAPA2G Fast Master Mix 10.0
Oligonucleotidos (cada uno) 1.5

ADN (100 ng/pL) o producto de XL-PCR 1.0

H20 c.b.p. 20 pL 6.0

Para la reaccién de restriccion de ADN se utilizaron las enzimas de restriccion Hhal,
Spel, Rsal y Scal para los alelos CYP2D6*2, *6,*10 y *17, respectivamente. La
mezcla final para esta reaccion se muestra en la Tabla 14. La incubacion de las
reacciones de restriccion se llevo a cabo a 37°C por 15 minutos en el equipo
Eppendorf Thermomixer Comfort. En la Tabla 15 se resumen las reacciones de

restriccion.

Tabla 14. Composicion de la mezcla final para las reacciones de restriccion de los RFLP. Los
8 uL sefialados de producto de PCR se modificaron en algunos casos dependiendo del rendimiento

de la PCR previa ajustando la cantidad de agua de modo que el volumen final fuera de 20 pL.

Reactivo Volumen (pL)

Buffer Fast Digest 20
Enzima de restriccion 1.0
Producto de PCR 8.0
H20 c.b.p. 20 pL 9.0

La revision de los productos digeridos se realizd por electroforesis en geles de
agarosa al 3%. En la Figura 9 se pueden apreciar los patrones de bandeo que se
observaron en los geles analizados. Con base en los resultados obtenidos se asigné

el genotipo correspondiente a estos alelos conforme a la Tabla 4.
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Tabla 15. Reacciones de restriccion para la genotipificacion de CYP2D6. En |a tabla se observa
el tamafno del amplicén de PCR, la endonucleasa utilizada en cada ensayo y los fragmentos

generados después de que se llevd a cabo la reaccion.

Alelo Tamaiio del Endonucleasa Fragmentos producidos por Ila
amplicén (pb) restriccion (pb)

*2 1029 Hhal Wt: 414 + 372, *2: 786

*6 385 0384 Spel Wt: 351 + 34; *6: 384

*10 241 Rsal Wit: 241; *10: 206 + 35

*17 206 Scal Wt: 170 + 36; *17: 206

La genotipificacion de los alelos CYP2D6*3 y *4 se realizd con la técnica de
discriminacion alélica por g-PCR, utilizando las sondas C_ 32407232 50 y

C__27102431_DO0 (Tabla 5), y una mezcla final de reaccion conforme a la tabla 6.

La determinacion de dosis génica se realizé mediante la técnica de variacién de
numero de copias por q-PCR usando la sonda Hs00010001_cn (tabla 5) con una
mezcla final de reaccion conforme a la tabla 16. Las condiciones de reaccién se
especifican en la Tabla 17. Las muestras se ajustaron a una concentracion de 20

ng/uL para el ensayo.

En cada ensayo realizado se analizaron controles de los cuales se conocia su dosis
geénica previamente. Cada muestra y control fue analizado cuatro veces por ensayo

con el fin de obtener un resultado preciso.
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Figura 9. Patrones de bandeo representativos de las reacciones de PCR-RFLP para la

genotipificacion del gen CYP2D6. (A) Se observan los tres posibles patrones de bandeo en la
genotipificacion del alelo *2. El primer carril corresponde a una muestra homocigota, el segundo a
una muestra heterocigota y el tercero a una silvestre. (B) se observan los patrones del alelo *10, el
primer carril corresponde a una muestra heterocigota, mientras que el segundo y el tercero
corresponden a un paciente homocigoto y uno silvestre, respectivamente. (C) se observan los
patrones de bandeo del alelo *17, el primer y el tercer carril corresponde a muestras silvestres,

mientras que el segundo carril corresponde a una muestra heterocigota.
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Tabla 16. Composiciéon de la mezcla final de reaccion para la determinacién en la variacidon
del nimero de copias por gq-PCR. La sonda Hs00010001_cn fue utilizada para determinar la dosis
génica de CYP2D6 mientras que el Copy Number Reference Assay funciona como control interno al
detectar la dosis génica del gen RPPHL1 la cual es constante en todos los individuos. La reaccion que
se lleva a cabo es una PCR en tiempo real duplex en la que cada sonda posee un fluoréforo diferente
para su deteccion.

Reactivo Volumen (uL)
Copy Number Assay (Hs00010001_cn) 0.5
Copy Number Reference Assay 0.5
ADN (20 ng/uL) 1.0
H20 c.b.p. 10 pL 3.0

Tabla 17. Protocolo de ciclado para el ensayo de variaciéon en el niumero de copias por PCR
tiempo real. La UNG (Uracil-N-Glicosilasa) es una enzima recombinante que es capaz de eliminar

cualquier uracilo unido al ADN por lo que funciona para eliminar contaminaciones de la muestra.

Paso Temperatura (°C) Tiempo

Incubacién de UNG 50 10 minutos

Activacion de la Ampli Taq Gold 95 10 minutos

40 ciclos Desnaturalizacion 95 15 segundos
Alineamiento y 60 1 minuto
elongacién

Extension final 72 10 minutos

El analisis de los resultados se realizd con el programa Copy Caller 2.0 (Figura 10).
Posteriormente, las muestras con alelos multiples fueron genotipadas para
determinar cual de los alelos que se encontraba multiplicado. Para ello se realiz6
una XL-PCR usando los oligonucleétidos 5°2D6dup y 3'2Ddup (Tabla 9). El producto
generado fue de 10 kb y se observé en un gel de agarosa al 1%. El producto sirvié
como templado para la genotipificacion mediante las reacciones de PCR-RFLP que

se especifican en la Figura 7.
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Figura 10. Grafico representativo de la determinacion de dosis génica en el software
CopyCaller®. Las primeras cuatro barras corresponden a los controles con dosis génica
previamente conocida que se utilizaron como calibradores en cada ensayo (660: dos copias, 682:
una copia, 749: cuatro copias y 759: tres copias). En la grafica se observa que las muestras 1y 3

tienen dos copias., mientras que la muestra 2 tiene tres copias.

6.7 Electroforesis.

Para la electroforesis de los productos de PCR obtenidos se utilizaron 3 uL de los
mismos y se mezclaron con 1 uL de amortiguador de carga DNA Gel Loading Dye
(6X), previamente diluido 1:2 con agua. Como marcador de peso molecular se utilizé
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, con un rango de 250 hasta 10000 pb para los
productos de PCR larga y el GeneRuler 100 pb DNA Ladder con un rango de 10 a
1000 pb para PCR-RFLP.

El corrimiento electroforético se realizé a 90 V por 45 minutos. La documentacion

de la imagen del gel se llevd a cabo en el equipo Gel Doc XR (BioRad).

En cada gel con productos de PCR larga se cargd un control positivo, previamente
determinado, para facilitar la identificacion de las muestras. En los geles de PCR-
RFLP se cargaron las muestras sometidas a restriccion y la misma muestra antes

de la reaccion de restriccion.
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Aquellas muestras que no tuvieron resultados positivos para alguna de estas
variantes fueron consideradas como silvestres (wt), sin embargo, esto no elimina la
posibilidad de que estas muestras tengan en su genotipo alguna variante alélica que

no fue analizada.

6.8 Revisidon de expedientes clinicos para evaluar respuesta terapéutica.

Los datos clinicos se evaluaron en dos ocasiones: al momento de incluirse en el
protocolo de investigacion y a las 6 semanas de iniciado el tratamiento,

considerando el periodo de latencia de citalopram y escitalopram.
6.9 Analisis estadistico.

El estudio de asociacién se realizd6 por medio de prueba de Chi-cuadrado con
correccion de Yates con el programa Epi Info 7. Los valores de p <0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.

7. Resultados

7.1 Determinacion de frecuencias de las variantes estudiadas

7.1.1 Frecuencias de las variantes de ABCB1 en pacientes con EA tratados

con citalopram y escitalopram

Se analizaron muestras de una total de 47 pacientes mestizos mexicanos con EA
tratados con citalopram y escitalopram. Las frecuencias alélicas y genotipicas de
las variantes 1236T>C (rs1128503), 2677G>T/A (rs2032583) y 3435T>C
(rs1045642) se observan en la Tabla 18. En todos los casos se encontré que la
poblacién estudiada esta en equilibrio de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg
(p<0.05).
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Tabla 18. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes ¢.1236T>C, c.2677G>T/A y

¢.3435T>C del gen ABCB1 en los pacientes mestizos mexicanos con EA.

Polimorfismo Genotipo Pacientes (n=47) Frecuencia Frecuencia alélica
genotipica
1236T>C C/IC 10 0.213 C: 0.511
CIT 28 0.596
/T 9 0.191 T:0.489
2677G>T/A GIG 17 0.362 G: 0.564
GIT 16 0.340
GIA 3 0.064 T:0.404
TT 11 0.234
TIA 0 0.000 A:0.032
3435T>C C/IC 11 0.234 C: 0.457
CIT 21 0.447
/T 15 0.319 T:0.543

7.1.2 Frecuencias de las variantes y fenotipos metabolizadores de CYP2C19

en pacientes con EA tratados con citalopram y escitalopram

Con base en los genotipos observados en los pacientes se asigné el fenotipo
metabolizador como se indica en la Tabla 4. En la Tabla 20 se observa el fenotipo
predictivo de CYP2C19 resultante de acuerdo a los genotipos encontrados en los

pacientes.

Tabla 19. Frecuencias genotipicas y alélicas de los alelos CYP2C19*2, CYP2C19*3 vy

CYP2C19*17 en los pacientes mestizos mexicanos con EA.

Genotipo Pacientes (n=47) Frecuencia genotipica  Frecuencia alélica
wt/wt 31 0.660 Wt: 0.830
wt/*2 5 0.106

wt/*3 0 0.000 *2:0.053
wt/*17 11 0.234

212 0 0.000 73:0.000
*2/*3 0 0.000

*2/*17 0 0.000

*3/*3 0 0.000 47- 0117
*31*17 0 0.000

717 0 0.000
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Tabla 20. Prediccion del fenotipo metabolizador de los pacientes con base en su genotipo
resultante del analisis de los alelos CYP2C19*2, CYP2C19*3 y CYP2C19*17 del gen CYP2C109.

UM: metabolizador ultra-rapido; EM: metabolizador extensivo; IM: metabolizador intermedio; PM:

metabolizador lento. El fenotipo fue asignado como se indica en la Tabla 4.

Fenotipo metabolizador* de CYP2C19 Pacientes (n=47)
um 11

EM 31

IM

PM 0

7.1.3 Frecuencias de las variantes y fenotipos metabolizadores de CYP2D6 en

pacientes con EA tratados con citalopram y escitalopram.

Se analizaron muestras de una total de 47 pacientes mestizos mexicanos con EA.
Los resultados, asi como, las frecuencias alélicas y genotipicas se observan en la
Tabla 21. En todos los casos se encontré que la poblacion estudiada esta en

equilibrio de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg (p<0.05).

Una vez establecido el genotipo de los 47 pacientes, se determind la dosis génica
de CYP2D6 mediante la técnica de variacion de numero de copias por PCR en

tiempo real. Los resultados se muestran en la Tabla 22.

Al conocer el genotipo y la dosis génica de cada paciente se le asign6 un fenotipo
metabolizador con base en lo especificado en la Tabla 4. Los fenotipos predictivos
de los pacientes se presentan en la Tabla 23.
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Tabla 21. Frecuencias genotipicas y alélicas de los alelos CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4,
CYP2D6*5, CYP2D6*6, CYP2D6*10y CYP2D6*17 del gen CYP2D6 en los 47 pacientes mestizos

mexicanos con EA.

Genotipo Pacientes (n=47) Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
wt/wt 17 0.362 Wt: 0.553
wt/*2 16 0.340

wt/*3 0 0.000

wt/*4 1 0.021

wt/*5 0 0.000 *2: 0.330
wt/*6 0 0.000

wt/*10 1 0.021

wt/*17 0 0.000

*2/*2 5 0.106

*2/*3 0 0.000

214 3 0.064 *3:0.011
*2/*5 1 0.021

*2/*6 0 0.000

*2/*10 0 0.000

*2117 1 0.021

*3/*3 0 0.000

314 1 0.021 4 0.064
*3/*5 0 0.000

*3/*6 0 0.000

*3/*10 0 0.000

*3/*17 0 0.000

*4/*4 0 0.000 *5: 0.021
*4/*5 1 0.021

*4/*6 0 0.000

*4/*10 0 0.000

*4*17 0 0.000 *6: 0.000
*5/*5 0 0.000

*5/*6 0 0.000

*5/*10 0 0.000

*5/*17 0 0.000 *10: 0.011
*6/*6 0 0.000

*6/*10 0 0.000

*6/*17 0 0.000

*10/*10 0 0.000 *17:0.011
*10/*17 0 0.000

7117 0 0.000
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Tabla 22. Resultados de la determinacion de dosis génica de los pacientes con EA. No se
especificé el alelo multiplicado en los pacientes con 3 y 4 copias ya que al ser portadores de alelos

de actividad reducida y normal, el fenotipo resultante es ultra metabolizador

Dosis génica Numero de pacientes Genotipos observados
1 2 *2/*5, *4[*5
2 35 wtiwt , Wt/*2, wt/*4, *2/*2, *2[*4,
*3/*4
8 wt/wt , wt/*2, wt/*10, *2/*17
4 2 wit/wt, wt/*2

Tabla 23. Prediccion del fenotipo metabolizador de los pacientes con base en su genotipo
resultante del analisis de los alelos CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6,
CYP2D6*10y CYP2D6*17 del gen CYP2D6. El fenotipo fue asignado como se indica en la tabla 4.

UM: metabolizador ultra-rapido; EM: metabolizador extensivo; IM: metabolizador intermedio; PM:

metabolizador lento.

Fenotipo metabolizador* Pacientes (n=47)
UM 10

EM 31

IM

PM 2

7.2 Estudio del impacto de las variantes de ABCB1, CYP2C19 y CYP2D6 en la
respuesta antidepresiva y reacciones adversas a citalopram y escitalopram en

pacientes con enfermedad de Alzheimer.

La evaluacién de la respuesta terapéutica y reacciones adversas se realizd con la
revision de los expedientes clinicos de los 47 pacientes incluidos. El resumen de los

datos obtenidos se observa en la Tabla 24.
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Tabla 24. Clasificacion de pacientes con EA de acuerdo a la respuesta terapéutica y la

ocurrencia de reacciones adversas a citalopram y escitalopram.

Respuesta terapéutica Reacciones adversas

medicamentos (RAM)*
Presentan RAM  Sin RAM

No
respondedores
21 9 38

Respondedores

Numero

pacientes

*RAMs reportadas: cefalea, insomnio, somnolencia, hiperfagia, adinamia, arritmia, alteracién de la

marcha, rash cutaneo.

Se buscé una relacidon entre los genotipos encontrados en el analisis de los tres
genes estudiados. En el caso de los polimorfismos del gen ABCB1 se evalud la
asociacion de los genotipos con la respuesta al tratamiento antidepresivo y con la
ocurrencia de RAMs; mientras que para los genes CYP2C19 y CYP2D6 se utilizé el
fenotipo metabolizador que se asignd previamente basandose en el genotipo
encontrado para evaluar la asociacién con la respuesta al tratamiento antidepresivo
y con la aparicion de RAMs. Los resultados de la asociacion se resumen en la Tabla
25. Con este analisis se identifico que los pacientes con genotipo T/T para la
variante 2677G>A tienen mayor probabilidad de presentar reacciones adversas a
citalopram y escitalopram que los que portan alguno de los otros genotipos (G/G,
G/Ty G/A) (p=0.036, OR= 6.667, IC 1.376-32.291 95%).
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Tabla 25. Estudio de asociacion de genotipos y fenotipos con la respuesta terapéutica y la
ocurrencia de RAMs a citalopram y escitalopram. Se observa que el genotipo T/T del

polimorfismo ¢.2677G>T/A del gen ABCB1 esta asociado con la aparicion de reacciones adversas

en los pacientes con EA.

Polimorfismo Genotipo o Pacientes Respuesta Reacciones Valor de p
Fenotipo terapéutica adversas
metabolizador (n=47) medicamentosa
s (RAM)
Si Respuesta
ABCB1 1236T>C C/IC 10 5 5 3 7 0.981 0.596
CIT 28 16 12 5 23 0.995 0.916
TT 9 5 4 1 8 0.721 0.833
2677G>T/A G/IG 17 9 8 2 15 0.953 0.560
GIT 16 8 8 2 14 0.828 0.585
G/A 3 3 0 0 3 0.313 0.910
TT 11 6 5 5 6 0.774 0.036 *
TIA 0 0 0 0 0 NA NA
AA 0 0 0 0 0 NA NA
3435T>C C/IC 11 7 4 2 9 0.774 0.730
CIT 21 12 9 5 16 0.945 0.721
TT 15 7 8 2 13 0.615 0.767
CYP2C19 N/A PM 0 0 0 0 0 NA NA
M 5 1 4 0 5 0.228 0.582
EM 31 19 12 5 26 0.403 0.733
UM 11 6 5 4 7 0.774 0.222
CYP2D6 N/A PM 2 1 1 1 1 0.546 0.830
M 0 0 0 0 0 NA NA
EM 31 19 16 5 30 0.926 0.771
UM 10 6 4 3 7 0.982 0.596

8. Discusion

Las frecuencias alélicas de las variantes 1236T>C (rs1128503), 2677G>T/A
(rs2032583) y 3435T>C (rs1045642) del gen ABCB1 que se presentan en la tabla
18 no presentaron una variacion significativa al compararlas con las reportadas en
poblacién mestiza mexicana (Ortega-Vazquez y cols, 2015). Sin embargo, el

genotipo CC de la variante 3435T>C (rs1045642) se encontrd en un 32% mientras
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que la frecuencia reportada en poblacion mestizo mexicana es de 23% (Ortega-
Vazquez y cols, 2015). Esta mayor frecuencia en el grupo de pacientes puede estar
de acuerdo con la asociacion que ya se ha descrito previamente entre el genotipo
CC con unriesgo a padecer la EA (Fehér y cols, 2014). Asimismo, este polimorfismo
también ha sido asociado con susceptibilidad a padecer un desorden depresivo
mayor (Singh y cols; Ozbey y cols, 2014). Esto, en conjunto, podria explicar un
incremento en la frecuencia de este alelo entre pacientes con EA y que ademas

sufren de alteraciones en el estado de animo.

Asimismo, se sabe que la glicoproteina-P esta involucrada en la eliminacion del
péptido B-amiloide a través de la barrera hematoencefalica, cuya acumulacién en el
sistema nervioso central esta relacionada con la evolucion de la EA, por lo tanto,
polimorfismos en el gen que codifican para la glicoproteina-P (ABCB1) que afecten
su actividad podrian impactar en el desarrollo de la EA (Wei y cols, 2016). Sin
embargo, en un estudio previo a esta hipdtesis no se encontrd asociacion entre la
presencia de los polimorfismos 2677G>T/A (rs2032583) y 3435T>C (rs1045642) y
el padecimiento de la EA (Kohen y cols, 2011). Aunque también es importante
considerar la compleja regulacion de la expresion del gen ABCB1, en especial en

condiciones de estrés (Sukhai y cols, 2000).

Las frecuencias genotipicas de la variante 1236T>C (rs1128503) parecen no tener
una diferencia importante entre las encontradas en el ensayo y las reportadas
previamente (Ortega-Vazquez y cols, 2015). A pesar de que las frecuencias alélicas
del SNP 2677G>T/A no fueron muy diferentes a las reportadas, las frecuencias
fenotipicas si difieren ya que los genotipos G/G y T/T tuvieron una frecuencia mayor
en el ensayo en comparacion con los datos reportados, mientras que el genotipo
G/T tuvo una frecuencia menor (Ortega-Vazquez y cols, 2015). Cabe sefalar que
estas variaciones pueden deberse a los diferentes tamafos de muestra ya que este
ensayo considerd 47 pacientes mientras que el estudio poblacional contra el cual

se llevo a cabo la comparacion fue realizado en 300 sujetos de estudio.
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Las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C19 fueron similares en
comparacion con las reportadas previamente (Ortega-Vazquez y cols, 2015). En
ambos casos la frecuencia del alelo CYP2C19*3 fue de 0%. Con respecto a los
alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*17 las frecuencias son muy similares a los
reportadas, ademas solo se encontraron en estado heterocigoto con el alelo
CYP2C19*1 en ambos casos. Sin embargo, en la literatura se reportaron
frecuencias iguales de ambos alelos (9%) y frecuencias genotipicas muy similares
(17% para el genotipo wt/*2 y 16% para el genotipo wt/*17) las cuales discrepan con
las encontradas en el ensayo, principalmente para el alelo CYP2C19*17 cuya
frecuencia alélica asciende a 11% y la frecuencia del genotipo wt/*17 a 23%. A pesar
de que existe una pequena diferencia esta podria atribuirse al tamafio de muestra
que fue usado en el ensayo ya que estudios previos (Yamada y cols, 1998) han
demostrado que no hay asociacidon entre los polimorfismos de CYP2C19 y el

desarrollo de la EA de tipo familiar.

Las frecuencias alélicas del gen CYP2D6 encontradas en el ensayo varian un poco
con relacion a las reportadas en la poblacion mestiza mexicana (Lopez y cols 2005).
Las frecuencias encontradas fueron de 33, 1, 6, 2, 0, 1 y 1% para los alelos
CYP2D6*2, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6, CYP2D6*10 vy
CYP2D6*17, respectivamente. Las cuales varian con las reportadas en la literatura
de 19.34, 1.44, 11.21, 2.67, 12.45, y 1.65%, siguiendo el mismo orden, el alelo
CYP2D6*6 no esta reportado (Lépez y cols 2005). Las frecuencias de los alelos
CYP2D6*2 y CYP2D6*10 presentan una gran variacion la cual puede atribuirse al
tamafo de muestra ya que en estudios previos (Yamada y cols, 1998) se ha

descartado la asociacion de CYP2D6 con el desarrollo de la EA.

Una vez establecidas las frecuencias alélicas y genotipicas para los tres genes, y
también fenotipicas en el caso de los genes CYP2C19 y CYP2D6, se realizo el
anadlisis estadistico con el fin de asociar algun genotipo (ABCB1) o fenotipo
metabolizador (CYP2C19 y CYP2D6) con la respuesta terapéutica o la presencia

de reacciones adversas.
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Respecto a las variantes de ABCB1 se encontro que el genotipo TT de la variante
2677G>T/A se asoci6 significativamente con la aparicion de reacciones adversas
(cefalea, insomnio, somnolencia, hiperfagia, adinamia, arritmia, alteracion de la
marcha, rash cutaneo) en la terapia con citalopram y escitalopram. Esto es
interesante, ya que asi como, la glicoproteina-P esta encargada de depurar el
cerebro del péptido -amiloide (Wei y cols, 2016), también se encarga de permitir el
paso del citalopram desde la circulacion sanguinea hacia el sistema nervioso central
a través de la barrera hematoencefalica (Hodges y cols, 2011, por lo tanto se
esperaria que polimorfismos en el gen ABCB1 que comprometan la actividad de la
proteina impacten en la biodisponibilidad del citalopram y por lo tanto en su
respuesta terapéutica. Sin embargo, en el ensayo realizado solamente el genotipo
TT de la variante 2677G>T/A se encontré asociado con la aparicion de reacciones
adversas (cefalea, insomnio, somnolencia, hiperfagia, adinamia, arritmia, alteracion

de la marcha, rash cutaneo).

Este estudio es el primero en el cual se relaciona este polimorfismo con la
susceptibilidad a padecer reacciones adversas a citalopram. Previamente la
presencia del alelo T en este polimorfismo se asoci®é a una mejor respuesta
terapéutica con respecto al genotipo GG en pacientes con depresién (Nikisch y cols,
2008); y también se realizdé un estudio en un modelo animal (ratén) en el cual se
observd que entre los ratones con genotipo TT habia mas respondedores en
comparacion con el resto de los ratones (Uhr y cols, 2008). En contraste, en un
ensayo con un numero de sujetos de estudio mayor (n=91) no se encontrd
asociacion alguna entre los polimorfismos del gen ABCB1, incluido el SNP
c.2677G>T/A, con la respuesta terapéutica a citalopram o con la susceptibilidad a

padecer reacciones adversas (Peters y cols, 2008).

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios parecen contradictorios entre
si, sin embargo, es importante sefalar que el numero de pacientes incluidos en las
investigaciones es diferente asi como el origen étnico de los individuos. Sin

embargo, el estudio con una n de 91 sujetos de diferentes etnias, incluyendo latinos
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y no encontrd una asociacion entre la respuesta a citalopram y variantes de ABCB1
(Peters y cols, 2008).

Adicionalmente, la terapia concomitante, las diferencias en las dosis y el impacto de
otros genes, entre ellos CYP2C19 y CYP2D6, que puedan compensar deficiencias
en la actividad de la glicoproteina-P  pudieran enmascarar el efecto de los
polimorfismos de ABCB1. Ademas, es importante sefalar que, a diferencia del
presente estudio, las investigaciones previas fueron llevadas a cabo en pacientes
con trastorno depresivo mayor como unica patologia, mientras que en este ensayo
el padecimiento principal es la EA a la cual se asocian problemas en el estado de
animo por lo cual existe la posibilidad de que la respuesta terapéutica pueda verse

afectada por efectos de la enfermedad primaria.

En concordancia con este estudio, los otros dos polimorfismos de ABCB1 1236T>C
y 3435T>C tampoco han sido asociados con respuesta terapéutica o susceptibilidad
a reacciones adversas durante el tratamiento con citalopram o escitalopram (Nikisch
y cols, 2008; Peters y cols, 2008; Uhr y cols, 2008; Ozbey y cols, 2014; Schatzberg
y cols, 2015).

A pesar de que se sabe que el genotipo del gen CYP2C19 impacta en la respuesta
terapéutica de citalopram y escitalopram, y que inclusive se sugiere que se hagan
la genaotipificacion del gen antes de prescribir el farmaco a un paciente (FDA, 2012),
en los resultados de este estudio no se obtuvo una asociacion significativa entre los
fenotipos metabolizadores de los pacientes con la respuesta terapéutica o con la
susceptibilidad a padecer efectos adversos. Sin embargo, se pueden observar
tendencias cuando se analizan los resultados de los pacientes de manera particular
ya que existen factores externos que enmascaran el impacto del fenotipo
metabolizador de CYP2C19. Por ejemplo, un paciente con fenotipo IM para
CYP2C19 se pensaria que tendria problemas para eliminar al citalopram o
escitalopram, sin embargo, si el mismo paciente tuviera un fenotipo metabolizador
UM para CYP2DG6 tal vez podria compensar la deficiencia de CYP2C19 canalizando

el metabolismo del farmaco hacia una via, que si bien no es la primaria como
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CYP2C19, si es parte de las rutas metabdlicas alternas; o bien alguna otra enzima
metabalica inducible como CYP3A4 que de igual manera sea capaz de compensar
la deficiencia de CYP2C19.

El impacto del fenotipo no es exclusivamente afectado por factores intrinsecos, la
exposicidon ambiental a otras sustancias también podria impactar la eficiencia de la
ruta metabdlica. Por ejemplo, el metabolismo de los farmacos puede verse afectado
por el tratamiento concomitante, ya que uno o mas de los demas farmacos
prescritos pueden ser inhibidores o inductores enzimaticos, o bien pueden ser
metabolizados por la misma enzima lo cual podria derivar en una competicién por
el sitio activo de la enzima saturando la ruta. Esto se puede ver en el paciente ALZ-
481 (tabla 26), a quien se le fue asignado un fenotipo metabolizador UM para
CYP2C19 y CYP2DG6, y el cual era tratado con una dosis de citalopram de 20 mg
(dosis recomendada) y con donepecilo (inhibidor de la acetilcolinesterasa), farmaco
que se metaboliza por CYP2D6. Tomando en cuenta estos datos se esperaria que
el paciente no fuera respondedor al tratamiento ni presentara efectos adversos
debido a una rapida eliminacion del farmaco, sin embargo, los datos clinicos del
paciente indicaban una mejora en el estado de animo del paciente y también la
aparicion de una arritmia a causa del tratamiento, es decir, que el paciente fue
respondedor y presentd efectos adversos. La respuesta al tratamiento antidepresivo
podria explicarse por la saturacidn de la via enzimatica que estaria causando
donepecilo en CYP2D6 (Barner y Gray, 1998), el cual es metabolizado
principalmente por esta enzima y podria estar evitando que el citalopram se
eliminara rapidamente. Por su parte, el paciente también era portador del genotipo
TT del polimorfismo 3435T>C de ABCB1, siendo este el dato que puede explicar la
presencia de reacciones adversas considerando la hipdtesis de que este
polimorfismo en ABCB1 modifica la actividad de la glicoproteina-P y su eficiencia

para retirar el farmaco del cerebro se ve afectada.

Caso contrario al anterior es el paciente ALZ-616 (Tabla 26) que tiene un fenotipo
metabolizador UM para CYP2C19 y al observar sus datos clinicos no se encontro

una mejora terapéutica ni efectos adversos. Esto se puede explicar por la actividad
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acelerada de la enzima CYP2C19 que elimina rapidamente el farmaco del
organismo y no permite que realice su actividad terapéutica. El resultado cobra una
mayor relevancia al observar la dosis de citalopram que el paciente ingeria al dia,
de 40 mgq, la cual se encuentra en el limite de lo recomendado (FDA, 2012) y a pesar
de esto el paciente no responde al tratamiento. El impacto de los demas genes es
irrelevante en este caso ya que los polimorfismos de ABCBL1 tienen un genotipo
heterocigoto y el fenotipo metabolizador de CYP2D6 es EM, ademas, el resto de los
farmacos que toma el paciente no son metabolizados por CYP2C19 por lo que no

se altera el flujo de la ruta metabdlica.

De manera general al observar los resultados del ensayo y los datos de cada
paciente en conjunto se encontré informacion interesante que denota la necesidad
de estudiar de manera integral las variantes genéticas en conjunto con otros
factores no genéticos. En algunos pacientes con fenotipo ultrametabolizador para
CYP2C19 se observé que aun con una dosis elevada de citalopram no se obtenia
una respuesta antidepresiva o que esta solo se lograba aumentando la dosis del
farmaco hasta la maxima recomendada. En otros pacientes se encontré que
estaban bajo tratamiento concomitante con farmacos que también son sustratos de
CYP2C19 como acido valpréico, y en ellos se reportd la presencia de reacciones

adversas probablemente por una interaccion farmacologica.

Por otro lado, en ciertos pacientes parecia que existia un mayor impacto por parte
de los genotipos de CYP2D6 y ABCBL1 en la respuesta a citalopram y escitalopram,
A pesar de que no se encontrd una asociacion significativa entre las variantes
estudiadas y la respuesta a citalopram y escitalopram, los ejemplos anteriores nos
demuestran que un estudio integral e individualizado puede proporcionar

informacion importante en la farmacoterapia de los pacientes con EA.

La literatura en cuanto al impacto del fenotipo metabolizador de CYP2C19 en la
terapia con citalopram y escitalopram es bastante controversial. Existen estudios
que lo relacionan con respuesta y niveles plasmaticos de manera significativa (Jin y

cols, 2010; de Vos y cols, 2011), en otro se reporta una tendencia entre el fenotipo
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y el riesgo de presentar reacciones adversas (Kumar y cols, 2014), mientras que en
otro estudio se encontr6 una diferencia significativa con concentraciones
plasmaticas de citalopram pero no en respuesta (Hodgson y cols, 2014; Uckun y
cols, 2015), y otros mas en los que no se encuentra ninguna asociacion (Chee y
cols, 2013; Ji y cols, 2014, Peters y cols, 2016). Inclusive se han encontrado
diferencias en la depuracion entre los dos enantiomeros S y R del citalopram (AKkil,
2016). Tomando en cuenta los resultados controversiales es muy complicado
establecer si hay una asociacion o no entre el fenotipo de CYP2C19 y la respuesta
terapéutica, sin embargo, si la hay pareciera que el impacto no es de mayor
importancia ya que algunos factores, ya sean intrinsecos o extrinsecos, tienen un
impacto mayor en la respuesta terapéutica. Otro factor a considerar es que los
estudios realizados han sido en poblaciones con diferente origen étnico (europeo,
americano y asiatico) lo cual puede significar que el impacto del fenotipo de

CYP2C19 varie dependiendo el origen étnico de los pacientes.

Tabla 26. Casos desglosados de algunos pacientes con EA analizados de manera individual
en el estudio.

Paciente CYP2C19 CYP2D6 1236T>C 2677G>T/A 3435T>C Otros Respuesta Reacciones

farmacos adversas

ALZ-481 UM UM CIT TT TIT Donepecilo Citalopram 20  Si Si
mg

ALZ-509 M UM CIT GIG C/C Memantina Citalopram 20  No No
mg

ALZ-510 EM PM CIT GIT CIT Memantina Citalopram 20  No Si
mg

ALZ-616 UM EM CIT GIT CIT Memantina Citalopram 40 No No
Donepecilo mg

En cuanto a variaciones en los datos entre citalopram y escitalopram no se encontré

alguna tendencia que marcara alguna diferencia entre ellos.

El fenotipo metabolizador de CYP2D6 arroj6 resultados muy similares a los

CYP2C19. Al observarlos es dificil encontrar alguna tendencia ya que son muy
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heterogéneos, sin embargo, a diferencia de CYP2C19, se sabe que CYP2D6 no es
la ruta primaria en el metabolismo de citalopram y escitalopram, pero si una ruta
alterna en caso de una disminucion en la actividad de CYP2C19 o CYP3A4. A pesar
de que estudios han encontrado asociacion entre variaciones en la concentracion
plasmatica de los citalopram y escitalopram, y sus metabolitos con el genotipo de
CYP2D6 (Chen y cols, 2013), no hay registros previos de que se haya encontrado
una asociacion entre el fenotipo metabolizador y la respuesta terapéutica a
citalopram y escitalopram (Ji y cols, 2014; Huafroid y cols, 2013). En nuestro estudio
se observa una posible relaciéon entre el fenotipo metabolizador de CYP2D6 vy la
respuesta. Por ejemplo, el paciente ALZ-510 (tabla 26) tiene un fenotipo PM para
CYP2D6, es tratado con una dosis de 20 mg al dia de citalopram y reporto diferentes
reacciones adversas que incluian: fatiga, irritabilidad, hiperfagia, nerviosismo,
adinamia y confusion. La actividad metabdlica disminuida de CYP2D6 podria haber
estado ocasionando la ocurrencia de estas reacciones adversas, ya que el fenotipo
de CYP2C19 es EM, y los genotipos de los polimorfismos de ABCB1 son todos
heterocigotos. Sin embargo, existia un factor no genético que pudo influir mas en
la disminucion de la actividad de CYP2D6 que es la toma de memantina, un
inhibidor del receptor NMDA que se usa en la terapia de EA, el cual se sabe que es
un inhibidor fuerte de la enzima CYP2D6 (Cacabelos y cols, 2016), lo cual sumado

al fenotipo PM, podria estar generando los sintomas en el paciente.

Sin embargo, en la mayoria de los pacientes fue imposible establecer una relacién
entre el fenotipo metabolizador y la respuesta terapéutica o la ocurrencia de
reacciones adversas. El paciente ALZ-689 (Tabla 26), por ejemplo, resulté con un
fenotipo metabolizador UM y tomaba citalopram a un dosis de 20 mg por dia.
Ademas, tenia un fenotipo EM para CYP2C19 y un genotipo heterocigoto para los
genotipos de ABCB1. Sin embargo, el paciente tuvo una evolucién terapéutica
favorable lo cual podria explicarse por la toma de memantina, que al ser un inhibidor
de CYP2D6 pudo haber compensado la deficiencia de la enzima, ademas, de que

la enzima principal (CYP2C19) tenia una actividad normal.
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Es bien sabido que las frecuencias de las variantes de CYP2D6 y CYP2C19
presentan variabilidad interétnica, y los alelos asociados con una actividad
disminuida de ambas enzimas no son tan frecuentes entre los mestizos mexicanos
como en otras poblaciones. Es por ello que tal vez no fue posible encontrar una
asociacion contundente entre las variantes de CYP2D6 y CYP2C19 con la
respuesta a citalopram y escitalopram en la muestra de pacientes incluida en el
estudio. Por ejemplo, los alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*17 son los mas frecuentes
entre nuestra poblacion, sin embargo, es baja la frecuencia de individuos
homocigotos para la variante *2 y por tanto con fenotipo metabolizador PM, el resto
tienen una frecuencia muy baja en la poblacion. Por su parte, existe una mayor
cantidad de alelos de CYP2D6 que son relativamente frecuentes en la poblacién
mestiza mexicana, sin embargo, el fenotipo mas frecuente es EM. Por ejemplo, solo
se encontraron dos individuos con fenotipo PM y no se encontré ninguno con
fenotipo IM, lo cual dificulta el analisis ya que los grupos extremos que podrian

presentar mayores diferencias no se pudieron comparar.

Se ha sefialado constantemente que el numero total de pacientes es pequefio y que
puede afectar los resultados. Sin embargo, esto corresponde a la prevalencia de la
enfermedad. En el pais existen mas de 800 mil personas con demencia, de los
cuales entre el 60 y el 70% son diagnosticados como EA. Esto representaria un
aproximado de entre 480 mil y 560 mil pacientes con EA (Instituto Nacional de
Geriatria, 2014). En México, la poblacién adulta mayor de 60 anos representa el
10.9% (INEGI, 2015), lo que significa que para poder contar con 109 sujetos de
estudio con diagndstico de EA es necesario tamizar a 1000 personas mayores de
60 anos. En el estudio se contd con 47 pacientes, al hacer una relacion de manera
proporcional se determind que se necesitaria contar con 431 personas mayores de
60 anos para encontrar, entre ellos, a los 47 pacientes con EA, lo cual representa la
dificultad de encontrar sujetos de estudio. Ademas es importante considerar que no
todos los pacientes con EA presentan sintomas conductuales, como depresion,
ademas de que no todos los pacientes con EA y depresion son tratados con

citalopram o escitalopram, lo cual limita en parte este estudio.
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Un dato importante resaltar entre los resultados obtenidos es una frecuencia
elevada de pacientes con hipotiroidismo entre los sujetos de estudio. 5 de los 47
pacientes (10.6%) estan diagnosticados con esta condicién, las 5 pacientes son
mujeres. La incidencia de la enfermedad es de 2.0% en mujeres de edad avanzada
y de 0.1 a 0.2% en hombres. Previamente se ha reportado una predisposicion de
mujeres con hipotiroidismo a padecer depresion (Zavareh y cols, 2016), asi como,
una relacién entre el hipotiroidismo y una disminucién de las capacidades cognitivas

en modelo animal (Salazar y cols, 2017).
9. Conclusiones

El genotipo TT de la variante 2677 G>T/A se identific6 como un potencial
biomarcador farmacogenético para la ocurrencia de reacciones adversas a

citalopram y escitalopram en pacientes mestizos mexicanos con EA.

Ninguna de las otras variantes de ABCB1, CYP2C19 y CYP2D6 se encontro
asociada significativamente con la respuesta terapéutica y la ocurrencia de

reacciones adversas a citalopram o escitalopram.

Se observd que el estudio integral de las variantes genéticas, los fenotipos
metabolizadores y el tratamiento concomitante puede proporcionar la explicacién de

la eficacia y seguridad a citalopram o escitalopram.

Este reporte representa la primera investigacion de este tipo en la poblacién mestizo

mexicana.
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