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PROLOGO

Las ciencias farmacéuticas son el drea de las ciencias de la salud que estudia la
procedencia, naturaleza, propiedades y técnicas de preparacién de medicamentos para
su correcto aprovechamiento terapéutico, asi como el efecto de los medicamentos sobre
el organismo. En este contexto, el papel de la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma del Estado de México (UaEM) en la formacién de profesionales de esta
drea, tiene un papel fundamental, ademds, este compromiso estd enmarcado en los
principios cientificos, éticos, humanisticos, sustentables y normativos.

El programa educativo de Maestria y Doctorado en Ciencias y Tecnologia
Farmacéuticas estd consciente de dichas premisas, y con el fin de reforzar la formacién
de sus estudiantes, presenta el libro Retos actuales en Farmacia. Este es un ejercicio
formal de escritura, son revisiones actuales en el drea de ciencias farmacéuticas y
resultados de investigacién de los temas de tesis desarrollados por los estudiantes.
Ademds, de acuerdo con el Reglamento de los Estudios Avanzados de la UAEM, este
proceso es importante para obtener el grado en la modalidad de tesis por publicacién
de un capitulo en un libro. Por ello, se ha garantizado la evaluacién rigurosa de los
contenidos, en un formato académico como el utilizado en las editoriales de mayor
prestigio cientifico nacionales o internacionales.

Los 14 capitulos que conforman esta edicién son el reflejo de la actividad
académica desarrollada por los alumnos e investigadores asociados al posgrado en las
diferentes dreas de acentuacién que lo conforman: farmacia molecular, farmacia social
y tecnologfa farmacéutica.

En el drea de farmacia molecular se presentan seis capitulos, los cuales son:
“Variantes genéticas que influyen en el desarrollo de dlcera de pie diabético y
neuropatfas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”; “Polimorfismos de nucledtido
tinico asociados con el tratamiento para carcinoma de células renales metastdsico”;
“Andlisis de expresién génica en lineas celulares de cdncer de mama”; “Polimorfismo
del CYP1al Ile462val y su relacién con diversos tipos de cdncer: jefecto causante
o protector? Una revisién’; “En busca del perfil genético de la preeclampsia” y
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“Epigenética en cdncer: una oportunidad para la prevencién, tratamiento y nuevas
estrategias terapéuticas’ .

El 4rea de farmacia social contiene cuatro capitulos que integran temas relaciona-
dos con la “Ecofarmacovigilancia de hipolipemiantes (estatinas y fibratos): efectos
en organismos acudticos’; “Tecnovigilancia: el nuevo enfoque del farmacéutico’;
“Conocimientos, habilidades y actitudes en farmacovigilancia entre profesionales
de la salud y utilidad de las intervenciones educativas como herramienta de mejora de
éstos” y “Ketamina usos clinicos en humanos”.

Finalmente, el drea de tecnologia farmacéutica presenta cuatro capitulos
relacionados con la “Disolucién intrinseca: revisién de su utilidad en la industria
farmacéutica’; “Evaluacién del efecto del aglutinante y la velocidad de agitacién de
un granulador de alto corte en las caracteristicas fisicoquimicas de un granulado
de valproato de magnesio”; “Estudio comparativo del control de la liberacién del
valproato de magnesio en matrices hidrofilicas de HPC y HPMC” y “Cicloadiciones
(3+2) azida-enolato como herramienta para la obtencién de compuestos antifingicos:
sintesis de andlogos nucleosidicos y del miconazol”.

Agradecemos a todos los revisores de capitulos de diferentes instituciones de
educacién superior del pais, sus esfuerzos que favorecieron el mejoramiento de la
calidad de la presente obra.

Ahora corresponde al lector hacer los comentarios finales sobre esta edicién,
esperando contribuir en el drea de la ciencias farmacéuticas con aportaciones de

interés para el desarrollo de cada una de las dreas de acentuacién de nuestro posgrado.

Leobardo Manuel Gémez Olivin
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VARIANTES GENETICAS QUE INFLUYEN EN EL DESARROLLO
DE ULCERA DE PIE DIABETICO Y NEUROPATIAS EN
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

Claudia Miriam Alonzo De la Rosa’
Jonnathan Guadalupe Santilldn Benitez!

Miriam Verénica Flores Merino'

La dlcera diabética es una lesién cutdnea donde los procesos de cicatrizacién se
encuentran alterados, ademds son una de las complicaciones graves que ocurren en
personas con diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se ha demostrado que en estos pacientes
existen ciertos polimorfismos que confieren susceptibilidad a las dlceras y neuropatias
diabéticas. Sin embargo, a pesar de que se han investigado profundamente al respecto,
se ha prestado poca atencién a los que factores que confieren un efecto protector. El
objetivo es realizar una revisién de los polimorfismos de nucledtido tnico relacionados
con el desarrollo de tlcera y neuropatia diabética en pacientes con bM2.

Se realizé una revisién bibliogréfica para identificar informacién entre 2009
y 2018 en diferentes poblaciones, para encontrar la ubicacién de polimorfismo
de nucléotido tnico (sNp). Se utilizé como herramienta, 1000 genomes browser en
PubMed. Se pudo encontrar que los polimorfismos con mds frecuencia se localizaron
en el cromosoma 6 (n = 4). Los polimorfismos en los genes VEGFA y eNOS confieren
un efecto protector, lo que puede abrir una oportunidad para el desarrollo de nuevas
alternativas de tratamiento de la dlcera y neuropatia diabética.

En conclusién, la busqueda de sNP en pacientes con dlcera diabética permitié
encontrar biomarcadores probablemente asociados con proteccién en estos pacientes,
un meta metandlisis permitird comprobarlo.

! Universidad Auténoma del Estado de México
* clamiriam005@hotmail.com
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INTRODUCCION

La diabetes afecta a la poblacién mundial, siendo una importante causa de muerte.
En 2014 se reporté que 422 millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes, se
estima que para 2040 la cifra aumentard a 642 millones, con una tasa de mortalidad
de una persona cada seis segundos (Bohorquez Robles et al., 2017). En México, en el
afo 2012, la prevalencia de diabetes fue de 9.2%.

Complicaciones micro y macrovasculares son preponderantes en el cuadro
clinico de los pacientes diabéticos. Entre éstas, la dlcera de pie diabético (UPD) es
una de las causas mds frecuentes de hospitalizacién (Flores Reyes, Camarillo Romero
y Flores Merino, 2015), que en casos crénicos puede derivar en una amputacién
de la extremidad. Se estima que 1 de cada 20 pacientes con diabetes padecen de
afecciones en extremidades inferiores, de acuerdo a una revisién sistemdtica realizada
por Lazzarini en 2015. En México (2012), la tasa de prevalencia de dlceras del pie
en personas con diabetes fue 7.2% (Bohorquez Robles et al., 2017). La tasa de
supervivencia de los pacientes sometidos a amputacién es aproximadamente 50%
después de tres afios del padecimiento (Yazdanpanah et al., 2018).

Entre los principales factores de riesgo de UPD se encuentra la neuropatia
(Yazdanpanah et al., 2018). La neuropatia de los pies combinada con la reduccién
del flujo sanguineo incrementan el riesgo de tdlceras de los pies, infeccién y, en dltima
instancia, amputacién. Se estima que la neuropatia diabética estd presente en el
momento del diagndstico de LDM2 en aproximadamente 10% de los pacientes y afecta
50% con una mayor duracién de la enfermedad (Stoian et al., 2015).

La uPD se desarrolla por una combinacién de factores, incluyendo los genéticos
que pueden jugar un papel muy importante en su evolucién. De hecho, se ha
demostrado que existen algunos polimorfismos que propician o estdn relacionados
con la dlcera diabética, principalmente en pacientes con diabetes tipo 2.

Polimorfismos de nucledtido tinico
Los polimorfismos son mutaciones o cambios en el DNA, que constituyen factores

genéticos asociados con la susceptibilidad o la predisposicién a ciertas enfermedades,
una de ellas es bM2 (Rosero y Corredor, 2016). Los polimorfismos de nucledtido
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simple (SNP) son alteraciones de un solo nucleétido, que pueden localizarse tanto en
genes codificantes, como en no codificantes de proteinas y se dividen en neutras y
funcionales (Herndndez Romano, Martinez Barnetche y Valverde Gardufio, 2009).

La frecuencia aproximada de los SNP es de 1 en 1000 pb y representan el tipo de
variacién mds abundante en los humanos. Un sNP en una regién codificante puede
representar un cambio en la secuencia de una proteina, lo que puede ocasionar
una alteracién en su funcién. De hecho, casi todas las enfermedades de origen
monogénico se deben a mutaciones que modifican la secuencia y funcién de una
proteina (Herndndez Romano, Martinez Barnetche y Valverde Gardufo, 2009).

La busqueda de sNp emplea métodos de secuenciacién directo, el polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccién (RELP), el clivaje quimico (ccm), el clivaje
por RNAsa y oligonucléotido alelo especificos para hibridacién (aso); sin embargo,
la técnica mds utilizada en la deteccién de un snp, es la reaccidén en cadena de la
polimerasa seguida por la digestién con enzimas de restriccién (PCR-RFLP = util para
el diagndstico de mutaciones, deleciones o inserciones cortas que generan o eliminan
un sitio de reconocimiento de una enzima de restriccién) (Rosero y Corredor, 2016).

METODOLOGIA
Fuente de datos y seleccién de estudios

Se realizé una revisién sistemdtica de estudios de asociacién genética realizados en
poblaciones residentes en diferentes pafses (India, Egipto, Alemania, Irlanda, Irdn,
Turquia, Nueva York, China e Italia), siguiendo el protocolo de Revisiones Sistemdticas
de Estudios de Asociacién Genética (Sevilla, 2007). Se hicieron busquedas en
diferentes bases de datos como National Center for Biotechnology Information
(ncB1), PubMed, Scopus, Elsevier.

Se efectud la busqueda bibliogréfica para identificar todos los posibles estudios
relacionados con polimorfismos asociados con UPD en diferentes poblaciones. Las
investigaciones incluidas abarcan desde el afio 2008 al afo 2018.
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Criterios de seleccién

Los estudios se incorporaron si cumplian los siguientes criterios: 1) se investigé la
asociacion entre polimorfismos y la upD en diferentes poblaciones; 2) se estudiaron
polimorfismos que se asociaban con la dlcera diabética, sin embargo después del
estudio se descartaron por su nula asociacién; 3) se ahondd en la asociacién entre poli-
morfismos y el grado de severidad de la tlcera diabética; 4) se averiguaron polimor-
fismos asociados a la neuropatia diabética; 5) también, los estudios originales que
contienen datos independientes; 6) fueron un disefio de casos y controles o de
cohortes. Los estudios se excluyeron si eran publicaciones duplicadas, sélo se hablaba
de polimorfismos asociados con diabetes tipo 2.

Extraccién de datos

Se extrajeron los siguientes datos de estudios seleccionados: primer autor, afio de
publicacién, disefo de estudio, caracteristicas de la poblacién (nimero de casos
y controles), pais en el que se llevd a cabo el estudio, gen y su localizacién, poli-

morfismo y su asociacién o no con tlcera y neuropatia diabética.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de los estudios

Tabla 1.
Caracteristicas de los estudios de polimorfismos asociados a neuropatia

y tlcera en pie diabético llevados a cabo en la India

Autor Tipo de estudio  Pais/ Gen Localizacién ~ Poliformismo Asociacién con dilcera
regidn del gen diabética*/neuropatia™**
Se asocia con la gravedad
HSPA1B  Cromosoma G1538A de la ulceracién en pie
K.A. Mir  Prospectivo India diabérico
eral, 2009 (UPD = 101) No se asocia con la
HSPAIL  6q21.3 C2437T gravedad de la ulceracién

en pie diabético

Continia...
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Autor Tipo de estudio  Pais/ Gen Localizacién ~ Poliformismo Asociacién con tilcera
region del gen diabética */neuropatia**
Caso-control
(n = 730, DM2 D
K.Singh  yCS =149, India  MMP9 Cromosoma 1562C>T S
etal,2013 UPD =110, 20q13.1 (153918242)
DM2 y OCS = s
204, C = 267)
Caso-control
K. Singh (n =750, DM2 . Cromosoma rs7903146 -
etal, 2013 =322, UpD - ndia TCF7LZ ) 050 253 (C/T) S
120, C = 308)
Caso-control (n fg‘115787225;r
S.Pichu, =224,DM2 = . Cromosoma ”
etal, 2015 79, UPD = 79, India HIF-la 14q.23 rsl 1549,465) Si
C-66) en el Exén-
N 12
Cromosoma -174GIC .
1L-6 7p15.3 (1s1800795)
Caso-control
(n =515, DM2 -308G/A Si*
U. Damod- - 139, ND = ) Cromosoma (rs1800629)
haran India TNF-a
ctal, 2015 191, EVPy 6p21.3 238 G/A No*
DM2-79,C (15361525)  ©
=106
) SDF-1/ Cromosoma 801 G/A, S
CXCL1  10ql11.2 rs1801157
Caso-control G473A,
S. Pichu, (n =906, DM2 . Cromosoma (rs1800449) "
ctal, 2017 =305, upp- [ndia LOX 5q23.2 localizado en 1
301, C = 300) el exén 1

n = total de pacientes, M2 = diabetes mellitus tipo 2, UPD = tlcera de pie diabético, C = pacientes control, OCS =

otras complicaciones secundarias, CS= complicaciones secundarias, eVp = enfermedad vascular periférica

Elaboracién propia.

Se llevé a cabo una revision de diecisiete estudios con un total de 4 071 participantes y

1 789 controles. La mayoria de los estudios (n = 14, 82.3%) utilizé un disefio de casos

y controles. En relacién con el lugar, seis se realizaron en la India, tres en Turquia, dos

en Irdn, uno en Irlanda, Egipto, Alemania, Nueva York, China y en Italia (tabla 2 y 3).
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Tabla 2.

Caracteristicas de los estudios de polimorfismos asociados a neuropatia

y UPD en el mundo

Autor/aiio Tipo de estudio Pais/region Gen Localizacion Poliformismo Asociacidn
del gen con tilcera
diabética™/
neuropatia®*
Caso-control
D. G iogl
! l°rzag?gg Y (=199, UPD=97,  Turquia  eNOS Sr‘;n;";zma G894T No*
etal., .35-
C=102) 4
C Efe
Caso-control VEGFA Homosoma -2578 C/IA et *
M. M. Amoli, 6p21.1 protector
cal. 2011 (n =586, UPD =247, Irlanda
el DM2 = 241, C = 98) VEGFB Cromosoma ) No*
11q13.1
f13al E XIII A
M. A. Kii per  Prospectivo (92 . 3 actor Val34Leu i
L2012 ent tivos) Alemania  Factor XIII (Cromosoma 5985 Si*
tal.,
et al pacientes consecutivos A 6p.24) rs
/T G
157903146
Caso-control
C. Ciccacci Cromosoma T/IC
=325, DM2 =1 54, Trali TCF712 No**
eal, 202 073 > e / 10252253 157901695 ©
C=171)
GIT -
1512255372 Ne
Pro12Ala
Caso-control 151801282 No*
M. Erdogan (n =150, DM2 = 50, Tarquia PPAR Cromosoma (ex6n 2)
etal, 2014 UPD = 50, gamma 3q.25
C=50) C478T No*
(ex6n 6)
Caso-control
S. Maryam, , eNOS Cromosoma Glu298Asp Efecto
(n =257, UPD = 123, Irdn
etal, 2015 (ex6n 7) 7q.36 (G894T) protector*
C=134)
Caso-control
G. T N C
. 1“;3?[5‘" (n = 305, DM2 = 202, Y”:’a COLI1AI 17“”;;”“ G348T exén 2 No*
etal., UPD - 103) or q.
Y. Jia Cohorte . Cromosoma
China GRP78 C/IT Si+*
L., 201 DM2 =2 .
et al 5 ( 95) 9q.33 15391957
E2 y E4. Estos
alelos difieren por
E. Mehmet Caso-control Gen‘de la Cromosoma polimorfismos
L2016 (n =150, DM2 = 50, Turquia apolipopro- 190.13.3 presentes en la No*
tal., .13. ..
e UPD = 50, C = 50) tefna E 4 posicién 112y 158
de la secuencia de
aminodcidos.
Continiia...
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Asociacion

Localizacid ,
Autor/aiio Tipo de estudio Pais/region Gen OZ)[;Z:W Poliformismo Z:b:if;i .
neuropatia®*
Gen del
FokI
N. Soroush Caso-control (n = 212, Ik receptor de  Cromosoma T S
ran 1
etal, 2017 UPD =105, C = 107) 4 vitaminaD  12q13.1 ;228570
(VDR) "
Cromosoma 1350 T/C, .
Mohamed Caso-control (n = 90, TLR2 4q31.3-q32 153804100 No
Naguib, DM2 =30, UPD =30, Egipto
etal, 2017 C=30) TLR9 Cromosoma 1237 TIC, S
3q21.2 1s5743836
n = total de pacientes, DM2 = diabetes mellitus tipo 2, UPD = dlcera de pie diabético, C = pacientes control

Elaboracién propia.

Evaluacién genética y asociaciones

Ningtin estudio realizé una exploracién del genoma completo; sin embargo, se
utilizé un enfoque de gen candidato. Un total de veintiséis polimorfismos en veinte
genes fueron estudiados por su asociacién con la tlcera de pie diabético y neuropatia
diabética. La mayorfa de los estudios (82.3%) determinaron los polimorfismos
mediante reaccién en cadena de la polimerasa seguido de un andlisis de enzimas
de restriccidn.

El mayor nimero de polimorfismos estudiados se localizaron en el cromosoma
6 (23.07%). En cada uno de los cromosomas, 10, 20, 12, 7, 14 y 5, se encontrd
un polimorfismo asociado a tlcera diabética (23.07%). Ademds, se observé un
polimorfismo en el cromosoma 6 y uno en el cromosoma 7, que confieren efecto
protector contra la UPD (7.7% del total de los estudios incluidos). Por otro lado, en
los cromosomas 9 y 10 se encontraron dos polimorfismos asociados al desarrollo de
urD (15.4%).

De los veintiséis polimorfismos estudiados nueve no se asociaron con la
predisposicién a la tlcera diabética (34.6%), dos tuvieron un efecto protector
contra la tlcera diabética (7.7%) y de los cuatro polimorfismos que se esperaba que
se relacionaran con el desarrollo de neuropatia diabética, dos se asociaron con esta
complicacién (7.7%). Los polimorfismos que conceden un efecto protector contra
el desarrollo de tlcera diabética fueron -2578 C/A localizado en el cromosoma 6 y
Glu298Asp, G894T en el cromosoma 7. Mientras que de los cuatro polimorfismos
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que se estudiaron para conocer su asociacién con el desarrollo de neuropatia diabética,
tres se encontraron en el cromosoma 10 (C/T 1rs7903146; T/C rs7901695; G/T
1s12255372) y uno se encontré en el cromosoma 9 (C/T rs391957).

Los polimorfismos no asociados con urp incluyeron E1 y E4 (cromosoma
19), G894T (cromosoma 7), -7 C/A (cromosoma 11), -238 G/A, rs361525
(cromosoma 6), 1350 T/C, rs3804100 (cromosoma 4), Pro12Ala rs1801282 en el
exén 2 y C478T en el ex6n 6 (cromosoma 3), G348T ex6n 2 (cromosoma 17) y
C2437T (cromosoma 6); los polimorfismos no asociados con neuropatia diabética,
incluyeron T/C rs7901695 y G/T 1512255372, ambos en el cromosoma 10. Con
lo anterior, se demuestra que en el 42% de los estudios, los polimorfismos se
relacionaron con el desarrollo de tdlcera diabética y 11.53% se vinculé al desarrollo
de neuropatia diabética. En el 34.6% de los estudios no se encontré una ligazén
entre los polimorfismos estudiados y el desarrollo de tlcera diabética; y en el 7.7%,
se encontraron polimorfismos con efecto protector. Ademds, en el 11.53% no se
hall6 correspondencia entre los polimorfismos y el desarrollo de neuropatia diabética.

En cuanto a los genes en los que se localizaron los polimorfismos se estudiaron
dos en el gen eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial), cuatro en TCF7L2 (factor de
transcripcién 7 tipo 2 ), uno en el gen de la apolipoproteina E, uno en MMP9 (matriz
metaloproteinasa 9), uno en VEGFA (gen del factor de crecimiento endotelial tipo
A), uno en VEGFB (gen del factor de crecimiento endotelial tipo B), uno en VDR
(gen del receptor de vitamina D), uno en IL-6 (Interleucina 6), dos en TNF-a (factor
de necrosis tumoral alfa), uno en CXCL1 (proteina alfa regulada por el crecimiento),
uno en TLR2 (receptor tipo Toll), uno en TLRY (receptor tipo Toll), uno en f13al
(factor XIII A), dos en PPAR (proliferador de peroxisoma), uno en COL1AL1 (gen de
coldgeno tipo I alfa 1), uno HSPA1B, uno en HSPAI1L (proteina de choque térmico),
uno en HIF-1a (factor inducible por la hipoxia-1 alfa), uno en LOX (lisil oxidasa) y
otro en GRP78 (proteina regulada por glucosa de 78 kDa) (figura 1).

De acuerdo a lalocalizacién en los cromosomas, dos polimorfismos se encontraron
en el cromosoma 2 (-308G/A, rs1800629 y Val34Leu); uno en el cromosoma 10
(rs7903146 C/T; 801 G/A, rs1801157); uno en el cromosoma 20 (SNP-1562C>T
rs3918242); uno en el cromosoma 12 (Fokl C>T, rs2228570); uno en el cromosoma
7 (-174G/C, rs1800795); tres en el cromosoma 6 (-308G/A, rs1800629, Val34Leu;
G1538A), de los cuales uno se asocia con la gravedad de ulceracién (G1538A); uno
en el exén 12 del cromosoma 14 (Pro582Ser, C1772T, rs11549465); uno en el exén
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1 del cromosoma 5 (G473A, rs1800449) y otro en el cromosoma 9 (C/T rs391957).
Por otro lado, K. A. Mir y colaboradores, agruparon a los pacientes segin el grado de
severidad de la tlcera diabética de acuerdo a la escala de Wagner, encontraron que el
polimorfismo HSPA1B se asocié con un mayor grado de gravedad de la ulceracién del

pie diabético (Mir et al., 2009).

Polimorfismos asociados al desarrollo de tlcera y neuropatia diabética

En India en el 2013, Kanhaiya Singh y su equipo llevaron a cabo un estudio de
casos y controles en el que se demostré que hay una correspondencia directa del
polimorfismo 157903146 (C/T) en el gen TCF7L2 (factor de transcripcién 7 tipo 2) y
el desarrollo de tlcera diabética en pacientes con diabetes tipo 2, ya que la frecuencia
del genotipo TT de 157903146 (C/T) fue significativamente mayor en los pacientes
con Ulcera diabética (10.8%), comparado con los pacientes controles (5.2%) (Singh
etal., 2013).

En Italia, 2012, Ciccacci llevé a cabo un estudio caso-control en el que se
analizaron tres polimorfismos en el gen TCF7L2 (factor de transcripcién 7 tipo 2):
C/T 157903146, T/C rs7901695, G/T rs12255372. En este estudio se encontrd
una fuerte correlacién entre el rs7903146 y la presencia de neuropatia auto-
némica cardiovascular. La variante rs7901695 se asocié con el riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular y enfermedad arterial coronaria. Mientras que los sujetos
portadores de la variante rs12255372 se vincularon con un riesgo de desarrollar
retinopatia diabética (Ciccacci et al., 2013).

Cabe mencionar que el factor de transcripcién 7 tipo 2 (TCF7L2) forma parte de
la cascada de senalizacién de B-catenina y participa en la modulacién de la expresién
de interleucina-1, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento vascular
endotelial y recientemente su papel se ha atribuido a la reparacién y regeneracién de
heridas; es por ello que los polimorfismos en este gen han sido ligados al desarrollo
de diabetes tipo 2 y sus complicaciones secundarias como la tlcera diabética (Kiran
Singh et al., 2013).

En Turquia, Erdogan Mehmet (2015) y companeros evaluaron la asociacién de
polimorfismos en el gen de ApoE y el desarrollo de neuropatia diabética, por medio
de un estudio de casos y controles (Mehmet et al., 2016). En este estudio se revelé que
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el polimorfismo ApoE4 estd asociado con neuropatia periférica grave en pacientes con
diabetes tipo 2 (Mehmet et al., 2016). El gen ApoE (apolipoproteina E) presenta 3
alelos comunes que se traducen en isoformas de la proteina: normal E3; disfuncional
E2 y E4. Estos alelos difieren por polimorfismos presentes en la posicién 112 y 158
de la secuencia de aminodcidos: Apo E3, presenta cisteina en la posicién 112
y arginina en la posicién 158 (normal), Apo E2, cisteina en la posicién 158 y Apo E4,
arginina en la posicién 112.

La apolipoproteina E o ApoE es una proteina compleja que pertenece a una clase
de apolipoproteinas localizadas en los quilomicrones y en las lipoproteinas de densidad
intermedia (LpL). Es producida por higado, macréfagos y astrocitos en el cerebro. La
principal funcién de ApoE es el transporte de colesterol a las neuronas a través de los
receptores ApoE y el metabolismo lipidico mediado por ligandos. Este es producido
por el gen ApoE con 4 exones. El alelo ApoE-3 es el mds comun o de tipo salvaje,
asociado con niveles de lipidos normales, mientras que ApoE-2 estd relacionado con
la hipodislipidemia y el alelo ApoE-4 con hiperdislipidemia (Dhillon y Singh, 2018).

En Turquia, en 2010, se evalto la asociacién del polimorfismo G894T en el gen
eNOS y en el desarrollo de tlcera de pie diabético. Se encontré diferencia significativa
en la distribucién de alelos en pacientes con enfermedad cardiaca aterosclerdtica
comoérbida, en donde la frecuencia de los alelos GT-T'T fueron significativamente més
altos que los alelos GG. Sin embargo, se concluy6 que la presencia del polimorfismo
no se asocié con la ulcera diabética ni con otras complicaciones de la diabetes, excepto
cuando hay presencia de aterosclerosis cardiaca (Corapcioglu et al., 2010).

En Irdn en 2015, Seyedeh Maryam y colaboradores encontraron que los pacientes
con diabetes tienen al menos un alelo T en el polimorfismo eNOS Glu2983Asp y
una menor frecuencia de tlcera diabética. Por lo tanto, el alelo T se puede considerar
como un factor de proteccién para esta complicacién. Ademds, no se encontrd
ninguna asociacién significativa entre este polimorfismo y el estrés oxidativo, que
puede deberse en parte al pequefio tamafo de la muestra.

El éxido nitrico (ON) desempefia un papel fundamental en la regulacién de la
funcién endotelial y el tono vascular en muchos érganos, incluido el rindn. EI ON
inhibe la agregacién plaquetaria, la adhesién de leucocitos al endotelio vascular y la
oxidacién de la lipoproteina de baja densidad (Lpr). EI ON derivado de endotelio se
sintetiza a partir de L-arginina mediante ON sintasa codificada por el gen endotelial

ON sintasa (eNOS o NOS3), mapeado al cromosoma 7¢36 (Thameem et al., 2008).
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En India, en 2013, se evaltio la asociacién del polimorfismo -1562C>T en la
regién promotora del gen MMP-9 (matriz metaloproteinasa 9) y el desarrollo de upp.
Se encontré que sNP-1562C>T afecta la expresion de MMP-9 y se asocia con diabetes
tipo 2 y tlcera de pie diabético. En presencia del alelo T la transcripcién aumentada
del gen MMP-9 podria conducir a una degradacién excesiva de la sintesis de nueva
matriz en el tejido de granulacién. La alta frecuencia y la expresion del alelo T de snp
-1562C>T en el gen MMP-9 se asociaron con una mayor produccién de MMP-9 en
fluidos de heridas de individuos con diabetes tipo 2, que promueven la degradacién
de la matriz y el desarrollo de heridas crénicas (Kanhaiya Singh et al., 2013). MMP-
9 son enzimas proteoliticas que participan en la remodelacién del tejido conectivo
y en la degradacién de la matriz extracelular. El polimorfismo de nucleétido tnico
funcional (sxp) -1562C>T en el promotor del gen MMP-9 da como resultado una
pérdida de unién de una proteina nuclear y un aumento en la actividad transcripcional
(Kanhaiya Singh et al., 2013).

En Irdn, en 2011, se evaltio la asociacién de los polimorfismos -7*C/A 'y -2578*C/
A en el gen del factor de crecimiento endotelial (VEGFA) y el desarrollo de tdlcera
de pie diabético. Se encontré que la distribucién del polimorfismo -2578*C/A en
el gen VEGF fue significativamente diferente entre pacientes con tlcera diabética y
controles. La frecuencia del genotipo AA disminuyd significativamente en pacientes,
en comparacién con pacientes diabéticos sin ella, lo que confiere un efecto protector.
También, hubo una disminucién significativa en la frecuencia del alelo A en pacientes
con tlcera diabética en comparacién con los pacientes diabéticos sin ésta. No existieron
diferencias significativas para las frecuencias de alelos y genotipos del polimorfismo 7
* C/T entre pacientes y controles (Amoli et al., 2011). Parece que la frecuencia mds
baja del alelo A en pacientes con UPD confiere un efecto protector que podria ser
como resultado del aumento del angiogénesis que llevan este alelo. Los datos sugieren
una importancia prondstica para el polimorfismo VEGF -2578 *C/A en el desarrollo
de dlcera diabética (Amoli et al., 2011).

El VEGF es producido por endotelio vascular, pericitos, epitelio pigmentario
de la retina, macréfagos, células T y otras células. Ademds de la induccién de la
permeabilidad, el VEGF es un mitégeno para las células endoteliales vasculares. Los
receptores de VEGF (VEGFR-1 y -2) se encuentran exclusivamente en las células
endoteliales. VEGFR-1 (FLT) parece mediar la hiperpermeabilidad vascular y
VEGEFR-2 (FLK-1) podria estar involucrado en la angiogénesis. El VEGF también
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induce colagenasas y promueve la angiogénesis al eliminar la matriz, facilitando la
migracién y el crecimiento de células endoteliales (Amoli et al., 2011).

En Irdn (2016), Negin Soroush y colaboradores encontraron una asociacién entre
el polimorfismo FokI (rs2228570 C>T) del gen receptor de vitamina D (VDR) y
tlcera diabética. Los resultados revelaron que las frecuencias de los genotipos TT
y TC fueron significativamente mayores en el grupo de casos en comparacién con los
controles. Ademds, se observé una correlacién significativa entre el alelo T y el grado
de tlcera de Wagner que muestra una alta frecuencia del alelo T en pacientes con
tlceras de grado 3 (Soroush et al., 2017).

La vitamina D contribuye a la regulacién y diferenciacién celular. Por lo tanto,
la destruccién mediada por inmunidad de las células B productoras de insulina estd
influenciado por la deficiencia de vitamina D (Ali, Fawzy, Mohsen y Settin, 2018). La
actividad antioxidante de la vitamina D fue dilucidada por su capacidad para modular
la formacién de radicales libres y regular positivamente la glutatién peroxidasa y la
superdxido dismutasa en la SG (Soroush et al., 2017).

En India en 2015, Umapathy Dhamodharan y colaboradores llevaron a cabo un
estudio de casos y controles en el que evaluaron la asociacién de los polimorfismos en
IL-6 (-174G/C; rs1800795), TNF-a (-308G/A, rs1800629 y -238 G/A, 1s361525)
y SDF-1/CXCL12 (-801 G/A, 1s1801157), y el desarrollo de tlcera diabética. Se
encontrd que el alelo =174 “C” de IL-6 y el alelo 801 “A” de SDF-1, parecen conferir
cierta proteccién contra la diabetes, pero no contra la dlcera diabética. Por otro lado,
el alelo “A” 308 (pero no el snp-238) en TNF-a parece conferir susceptibilidad
genética a ambas condiciones. En general, los snps de IL-6, TNF-ot y SDF-1, ademads
de controlar los niveles de citoquina en suero, afectaron a diversos factores de riesgo
de ulcera de pie diabético, incluido el control glucémico, el perfil lipidico sérico,
la funcién renal, la salud vascular y la obesidad (Dhamodharan, Viswanathan,
Krishnamoorthy, Rajaram y Aravindhan, 2015).

La interleucina 6 (IL-6) es una citosina que tiene un papel importante en la
regulacion del sistema inmune y el sistema nervioso. Ademds, es capaz de controlar
la amplitud de la respuesta inflamatoria aguda, ejerciendo, por tanto, un efecto
antiinflamatorio. Por otra parte, su sobreproduccién puede ser el causante primario
de muchas enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Rose John, 2012).

El TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) es una citoquina que produce varias

células del sistema inmune, principalmente macréfagos y monocitos. Es un potente
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mediador proinflamatorio secretado por los macréfagos M1 activados, que desempefia
una variedad de efectos bioldgicos, como la diferenciacién celular, la proliferacién y
multiples efectos proinflamatorios. Su produccién exagerada lleva a enfermedades
inflamatorias crénicas (Wu et al., 2015).

SDF-1/CXCL1 juega un papel importante en la angiogénesis mediante el
reclutamiento de células progenitoras endoteliales (cPE) de la médula dsea, a través de
un mecanismo dependiente de CXCR4 (receptor).

M. N. A. Wif1 e investigadores analizaron la asociacién del polimorfismo del gen
TLR2 (1350 T/C, rs3804100) y TLR9 (1237 T/C, rs5743836) y la predisposicién
a padecer diabetes tipo 2 y pie diabético. Se encontrd que existe una asociacion entre
el polimorfismo TLR9-1237 T/C y el riesgo de padecer pie diabético (Wifi, Assem,
Elsherif, El-Azab y Saif, 2017).

Los receptores tipo Toll (TLR2 y TLR9) son una familia de receptores
transmembrana genéticamente conservados que participan en la inmunidad innata y
el reconocimiento de patégenos. El reconocimiento de patrones moleculares asociados
a patdgenos mediante TLR activa eventos de senalizacién que inducen la expresién de
moléculas efectoras, tales como citoquinas y quimiocinas, que controlan las respuestas
inmunes adaptativas (Wifi, Assem, Elsherif, El-Azab y Saif, 2017).

TLR2 es un miembro extracelular importante en la familia de receptores ricos en
leucina que poseen los mamiferos. Se sabe que es un receptor de sefializacién para muchos
productos microbianos, incluidas las bacterias grampositivas enteras y el micoplasma
(Wifi et al., 2017). TLR estd expresado principalmente en células B y células mieloides
en humanos, a su vez estd involucrado tanto en respuestas inflamatorias sistémicas como
locales. Ademis, es un miembro endosomal importante de la familia de TLR que causa la
necrosis de la herida promoviendo la inflamacién. Los hallazgos de la expresién aumen-
tada de TLR9 dependiendo del grado de la herida en pie diabético sugiere que la expresién
de TLR9 modula directamente los procesos involucrados con la tlcera diabética.

En Alemania, M. A. Kiiper y colaboradores llevaron a cabo un estudio prospectivo
en el que se evaldo la relacién entre el polimorfismo Val34Leu, la tasa de activacién de
FXIII y las mediciones de oxigeno transcutdneo en pacientes con UPD. En este estudio
se encontré que el polimorfismo Val34Leu se asocia con un aumento de la activacién
del factor XIII plasmdtico, probablemente relacionado con una microcirculacién
cutdnea alterada en pacientes con tlceras del pie diabético (Kiiper, Schiile, Mayer,
K&nigsrainer y Beckert, 2012).
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El factor XIII (FXIII) es un tetrdmero de dos subunidades A y dos B, con actividad
catalitica localizada en las subunidades A (Kiper, Schiile, Mayer, Konigsrainer y
Beckert, 2012). El FXIII activado reticula varios sustratos de la fibrina de tipo trombo,
factor V o proteinas plaquetarias especificas. Este, tiene una posicién sobresaliente
en la cascada de la coagulacién al estabilizar los codgulos de fibrina y protegerlos
contra la fibrindlisis prematura (Kiiper, Schiile, Mayer, Konigsrainer y Beckert, 2012).

Mehmet Erdogan y colaboradores llevaron a cabo un estudio de caso control en
el que examinaron la contribucién de los polimorfismos Pro12Ala (C>G, rs1801282)
en el exén 2 y C478T en el exén 6 del gen PPARgamma al desarrollo de las upr. Se
encontré que el polimorfismo del gen del ex6n 2 y del exén 6 de PPARgamma no
se asocié con el riesgo del desarrollo de pie diabético en el grupo de pacientes diabéticos
tipo 2. El estudio sugiere que el alelo G puede desempefiar un papel especifico en la
determinacién de la susceptibilidad diabética, pero no parecen ser importantes en
las manifestaciones clinicas del desarrollo de éste (Erdogan, Eroglu, Solmaz, Ganidagli,
Tetik, y Canataroglu, 2014).

El PPAR es un factor de transcripcién importante para el metabolismo de los
lipidos y la glucosa. Los receptores activados por el proliferador de peroxisoma (PPAR)
son receptores de dcidos grasos nucleares y desempefian un papel importante en
enfermedades metabdlicas como la obesidad, la resistencia a la insulina y la enfermedad
arterial coronaria (Erdogan, Eroglu, Solmaz, Ganidagli, Tetik y Canataroglu, 2014).

En Alemania, en el 2015, G. Tamagno y colaboradores llevaron a cabo un estudio
caso control en el que se examing la contribucién del polimorfismo G348T en el ex6n
2 del gen COL1A1-Sp1 (factor de transcripcién) en el desarrollo de sindrome de pie
diabético. Lo que se encontrd fue que el polimorfismo de COL1AL1 no se correlaciona
con el desarrollo de tlcera diabética en poblacién de pacientes con diabetes tipo 2.
Sin embargo, no se puede excluir el impacto de otros factores genéticos, que tal vez
afecten a otros componentes del tejido conectivo (Tamagno et al., 2015).

El gen del coldgeno tipo I alfa 1 (COL1A1) codifica las cadenas proalfal del
coldgeno tipo I cuya triple hélice comprende dos cadenas alfa 1 y una cadena alfa 2.
El coldgeno tipo I como coldgeno formador de fibrillas se encuentra en la mayoria
de los tejidos conectivos y es abundante en huesos, cérnea, dermis y tendones (He,
Wang, Zhao, Chen y Wu, 2014).

En India, en 2009, K. A. Mir y su equipo llevaron a cabo un estudio prospectivo
en el que se examind la hipétesis de que los polimorfismos G1538A en HSPAIB y
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C2437T en el gen HSPAI1L podria predisponer a la gravedad de la ulceracién del pie
diabético. Lo que se encontré fue que el genotipo HSPA1B se asocié con la gravedad
de la ulceracién del pie diabético, la necesidad de amputacién y la duracién de la
hospitalizacién en estos pacientes. Por otro lado, el genotipo HSPAIL no se asocié
con la gravedad de la ulceracién del pie diabético (Mir et al., 2009).

La proteina de choque térmico (HSP) 70 estd involucrada en la respuesta al estrés
y en la reparacién de heridas. Ademds, HSP70 funciona como una molécula critica
en las vias relacionadas con la inflamacién. La produccién excesiva de citoquinas
inflamatorias estd implicada en la patogenia de la ulceracién grave del pie diabético
(Mir et al., 2009).

En India (2015), Sivakamasundari Pichu e investigadores, llevaron a cabo un
estudio caso control en el que se evalto la asociacién del polimorfismo Pro582Ser
(C1772T, rs11549465) en el exon-12 del gen HIF-1a y el desarrollo de dlcera
diabética. Lo que se encontré fue que los polimorfismos del gen HIF-1a pueden
conferir susceptibilidad a ulcera diabética, lo que puede tener implicaciones
importantes para comprender la patogénesis de este y otras complicaciones relacio-
nadas con condiciones hipéxicas (Pichu, Sathiyamoorthy, Krishnamoorthy, Uma-
pathy y Viswanathan, 2015).

En estudios previos, se demostr6 que el polimorfismo HIF1A Pro582Ser tiene un
efecto sobre la nefropatia diabética, lo que desencadena la ulceracidon diabética en la
mayoria de los casos (Gu et al., 2013).

El factor inducible por la hipoxia-1 es una proteina compuesta por dos
subunidades: HIF-1a y HIF-1b. En una situacién de normoxia, la HIF-1a se degrada
por hidroxilacién y es destruida, mientras que cuando se encuentra en una situacién
de falta de oxigeno como es el caso de la hipoxia, la HIF-1a no se degrada, sino
que uniéndose a la HIF-1b da lugar a la HIF-1 y es cuando realmente da lugar a la
activacién y estimulacién de diferentes genes (Pichu et al., 2015).

La actividad del gen LOX es importante para mantener las caracteristicas
extensibles y eldsticas de los tejidos conectivos de los sistemas esquelético, pulmonar
y cardiovascular. El gen LOX desempefia un papel principal en la reparacién de
la herida dérmica al regular la proliferacién celular, la metdstasis y la angiogénesis
(Pichu, Sathiyamoorthy, Vimalraj, Viswanathan y Chatterjee, 2017).

En 2015, en China, Yujie Jia y su equipo llevaron a cabo un estudio en el que

encontraron que el polimorfismo 15391957 del gen GRP78 (proteina regulada por
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glucosa de 78 kDa) es un factor de riesgo potencial para la neuropatia periférica
diabética tipo 2 (Jia, Tong y Min, 2015). GRP78 es una proteina sensible a la glucosa y
con frecuencia altamente expresada en células tumorales, sus funciones en la regulacién
metabdlica de glucosa y glutamina siguen siendo poco conocidas (Li et al., 2015).

La proteina 78 regulada por glucosa (GRP78), también conocida como proteina
de unién a cadena pesada de inmunoglobulina, es un miembro de la familia de la
proteina 70 de choque térmico y se localiza en el reticulo endopldsmico (re). GRP78
ha sido implicado en el plegamiento y transporte de proteinas y desempena un papel
esencial como regulador en la homeostasis del Re (Niu et al., 2015).

Figura 1. Localizacién de los genes de los estudios incluidos

Elaboracién propia.
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CONCLUSION

Los hallazgos del presente estudio sugieren que los polimorfismos en los genes
TCF7L2, MMP9, gen del receptor de vitamina D (VDR), IL-6, SDF-1/CXCL1,
TLRY f13al (factor XIII A), f13b1 (factor XIII B), HIF-1a y LOX predisponen
a la dlcera diabética. Asi mismo, los polimorfismos en los genes GRP78 (C/T;
1s391957C/T) y TCF7L2 (C/T; 1s7903146) son proclives a la neuropatia diabética.
Por otra parte, dos polimorfismos encontrados en los genes VEGFA (-2578 C/A) y
eNOS (Glu298Asp; G894T) sugieren un efecto protector. A pesar de los estudios
que se encuentran en la literatura, una mayor investigacion a gran escala es necesaria
para que se identifiquen polimorfismos de susceptibilidad especificos para diferentes
poblaciones.

Los polimorfismos con efecto protector podrian ser una nueva alternativa de
tratamiento para pacientes con diabetes tipo 2. Se puede dar un enfoque en la terapia
génica, que es una poderosa herramienta para tratar enfermedades neurodegenerativas.
El tratamiento puede en el suministro de un transgen que reemplaza o corrige un
gen defectuoso o generalmente apoya a las células en el entorno de la enfermedad
(O’Connor y Boulis, 2015). Por otra parte, el estudio genético puede emplearse como
herramienta para la prevencién en pacientes que tengan polimorfismos asociados a la

tlcera diabética.
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El cdncer renal es mds comdn en hombres de tercera edad en paises desarrollados. Se
han presentado problemas para el diagndstico y tratamiento, fomentando la metdstasis
del padecimiento. El tratamiento estd basado en inhibidores de tirosin quinasa y se
han identificado polimorfismos genéticos asociados con la eficacia y seguridad del
tratamiento. El hallazgo, reporte y consideracién de ellos, fomentard su optimizacidn,
seguridad y costo. El objetivo de este capitulo fue hacer una revisién exhaustiva
acerca de los polimorfismos de nucledtido unico relacionados con el tratamiento
de carcinoma de células renales metastdsico, para establecer una correlacién con la
seleccidn y eficacia del tratamiento. Los articulos revisados fueron estudios clinicos,
de 2010 a 2018. La ubicacién genética del polimorfismo se revis6 con la herramienta
1000 genomes browser de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, localizando el
polimorfismo genético por el cédigo rs. Los hallazgos demostraron que existe una
asociacion de polimorfismos genéticos con la susceptibilidad de desarrollar diferentes
tipos de cdncer, asi como probabilidad de presentar toxicidad ante el tratamiento.
Con la revisién realizada se concluyé que el sunitinib es el tratamiento mds empleado
para cdncer renal metastdsico, y la toxicidad cutdnea como la més frecuente en los
pacientes. Los polimorfismos fueron en el factor de crecimiento vascular endotelial y
sus receptores, los cuales estdn asociados con el tratamiento de primera linea.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células renales (CCR) es una enfermedad cuya incidencia es mayor
en paises desarrollados; en Norteamérica y Europa occidental es mds comin que en
Africa o la India. Simultineamente, existe correlacién con la edad y el sexo, es mds
frecuente en hombres de la tercera edad. Con el crecimiento poblacional y el avance
del grupo etario, la incidencia al cincer renal mostrard una tendencia creciente (Wong
etal, 2017).

En 2008 este padecimiento cancerigeno fue el ndmero 13 mds comun a nivel
mundial. En 2012, para las mujeres fue el nimero 14 y para hombres la novena en
incidencia, a nivel mundial fue la causa ndmero 16 de muerte (Ferlay et al., 2015).
En México, en 2012, ocupd la posicién 14 en cuanto a mortalidad por cdncer, para
las mujeres representé la decimocuarta causa de muerte por cdncer tras generar 811
muertes, y en hombres fue la octava, dejando 1 116 decesos (Sedano Basilio et al.,
2016).

Se han encontrado factores de riesgo que aumentan las probabilidades de desa-
rrollar cCR, como tabaquismo, obesidad, hipertensién arterial sistémica (HAS), asi
como el uso excesivo de analgésicos. Por otra parte, existen hdbitos personales que
disminuyen las probabilidades de desarrollarlo como el uso moderado de alcohol y
una dieta rica en frutas y vegetales (Kabaria et al., 2016). Los avances cientificos
han permitido una clasificacién de los subtipos de CCr asociada a las anormalidades
genéticas (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de subtipo histolégico de carcinoma de células renales 2016 oms

Subtipo histoldgico Anormalidades en cromosoma Anormalidades genéticas

Células claras 3p25-26 (34%-56%) de carcinomas VHL
CCRcc esporddicos, 3p14.2 y en 3p12.

Papilar tipo I Trisomifa o tetrasomifa 7, trismofa ac-MET
Ccrpl 17 y perdida del cromosoma Y

Papilar tipo II Trisomfa o tetrasomifa 7, trismofa Fumarato-hidratasa
CCRp2 17 y perdida del cromosoma Y

Croméfobo Pérdida de cromosoma en 1, 2, 6, Birt-Hogg-Dube
10, 13, 17y 21.
Carcinoma en conducto ductal Pérdida de cromosoma en 1q, 6p,

Cccrdc 13q, 14, 15, 21qy 22.

VHL; Von Hippel Lindau; Proteina tirosin quinasa MET.
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Fuente: Escudier et al., 2012.

9

El sistema de estadificacién de tumor, nédulo, metdstasis (TNM) se usa para poder

estadificar las variantes histolégicas del ccr. Este sistema se basa en evaluar la extensién

anatémica de la enfermedad y se ha demostrado que tiene correlacién directa con el

prondstico. Esta revisién fue propuesta y apoyada en 2009 por el comité conjunto

estadounidense sobre el cidncer, dicha evaluaciédn se muestra en la tabla 2 (Escudier et

al., 2012).

Tabla 2. Estadificacién por tumor, nédulo, metéstasis

Tumor primario Descripcion
X Tumor primario no puede ser evaluado
TO Sin evidencia de tumor primario
T1 Tumor <7cm, limitado al rifén
Tla Tumor <4cm o menos, en gran dimensién, limitado al rifién
T1b Tumor entre 4 a 7 cm, en gran dimensién, limitado al rifién
T2 Tumor mayor a 7cm, limitado al rifién
T2a Tumor entre 7 a 10 cm en gran dimensién, limitado al rifndén
T2b Tumor mayor de 10 cm, limitado al rifién
T3 El tumor se extiende a las venas principales, tejido suprarrenal y perinéfrico, pero no se
da mds all4 de las fascia de Gerota
T3a El tumor invade el tejido periférico, seno renal o vena renal
T3b El tumor se extiende a la(s) vena(s) renal(es) o a la vena cava por debajo del diafragma
T3c El tumor se extiende a la vena cava por encima del diafragma o a la pared de la vena
cava en cualquier nivel
T4 El tumor invade mds all4 de la fascia de Gerota o directamente en la gldndula suprarrenal
N- Nédulos linféticos regionales
NX Los nudos regionales no pueden ser evaluados
NO No hay metdstasis de ganglios linfdticos regionales
N1 Metéstasis en un tnico ganglio linfdtico regional
N2 Metdstasis en mds de un ganglio linfético regional
M- Metéstasis distante
MX La metdstasis distante no puede ser evaluada
MO Sin metdstasis distante
M1 Metdstasis distante
Fuente: Escudier et al., 2012.
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El sistema de estadificacién cominmente mds utilizado varfa en la etapa 1-Iv en
funcién de la etapa anatémica, ubicando al paciente en un grupo de prondstico, dicho
sistema se muestra en tabla 3 (Motzer, 2011).

Tabla 3. Sistema de estadificacién anatémica y grupo de pronéstico

Estadio anatémico Grupo prondstico
Estado 1 T1, N0, MO
Estado 11 T2, NO, MO
Estado 11 T10T2, N1, MO T3, NO o N1, M0
Estado 1v T4, cualquier N, MO cualquier T, cualquier N, M1”

Fuente: Motzer, 2011.

Tratamiento para el carcinoma de células renales metastdsico

Cuando se tiene un tumor renal localizado una reseccién quirtrgica es la opcién de
tratamiento mds recomendable, ya sea a través de una nefrectomia radical o por una
cirugfa ahorradora en nefronas. Cualquiera de las dos opciones estd asociada con sus
propios riesgos y beneficios, el balance entre ellos se encontrard al observar con el paso
del tiempo la funcién renal y la supervivencia libre sin progresién (sLp) (Motzer, 2011).

Cuando la enfermedad estd avanzada, la puntuacién Motzer es un sistema
estandarizado para calcular el pronéstico de la enfermedad, para lo cual los pacientes
se evaluardn bajo los siguientes factores de riesgo:

a) Estatus KRNAovsky (PS)<80%

b) Hemoglobina baja del limite.

¢) Tiempo entre el diagndstico y tratamiento menor a un afo.

d) Calcio arriba del limite normal.

e) Plaquetas arriba del limite normal.

f) Neutréfilos arriba del limite.

Si el paciente no presenta ninguno de los factores mencionados previamente se
encuentra en el grupo de prondstico favorable, al tener entre uno y dos factores se
ubica en prondéstico intermedio y cuando presenta tres o mds estd en el grupo de

alto riesgo. En dichos grupos existen diferencias significativas en la supervivencia
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promedio, 75, 53 y 7 meses respectivamente. Los pasos a seguir cuando se encuentra

una enfermedad con metdstasis son los siguientes:

a)

Manejo de enfermedad metastdsica: el tratamiento sistémico cuando hay metdstasis
es el mds utilizado en casos con histologfa de células claras; muchos estudios piloto
se han basado ellos, ya que es el subtipo que mds se ha hallado histolégicamente,
aunque las recomendaciones de tratamiento también dependerdn del grado de
riesgo que tenga el paciente.

Primeralineade tratamiento en pacientes con buen o intermedio prondstico: debido
a que el ccr tene un curso indolente, se sugiere primero tener una observacion
continua del paciente por un tiempo determinando para, después, poder otorgar
el tratamiento correcto. En pacientes con buen o intermedio prondstico se han
probado tres medicamentos en estudios piloto fase 111: Bevacizumab + interferén a.,
sunitinib y pazopanib, sin embargo como tratamientos alternativos se encuentra
la interleucina -2 y el sorafenib (figura 1).

Primera linea de tratamiento en pacientes con bajo prondstico: el temsirolimus
fue la dnica droga que presentd evidencia de su actividad en estudios piloto, al
tener mayor supervivencia libre de progresién que el interferén (figura 1).
Segunda linea de tratamiento: en ésta el paso a seguir dependerd del tratamiento
previo, para aquellos que recibieron al principio un fdrmaco que actuard sobre la
via factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el everolimus y el axitinib
han demostrado eficacia. Aquellos a los que se les haya administrado citoquinas
se recomienda inhibidores de tirosin-quinasa (TKIS), pues estudios recientes
han mostrado su eficacia. Algunos medicamentos como sorafenib, pazopanib
y recientemente el axitinib. Pero actualmente la dispensacién de citoquinas ha
disminuido, por lo cual son pocos los pacientes que usan estos medicamentos en
segunda linea (Escudier et al., 2012).
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Figura 1. Tratamiento de primera linea para ccRm
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Fuente: Escudier et al., 2012.

Polimorfismos de nucleétido tnico

La variedad genética surge debido a la mutacién y es muy importante para la
adaptabilidad y supervivencia de la especie. Dos Homo sapiens que no estén relacio-
nados comparten el 99.5% de secuencia del 4cido desoxirribonucléico (DNA). Las
variantes en el resto de la secuencia que sea estable y se presente poco mds del 1%

de la poblacién se denomina polimorfismo, y cuando la secuencia difiere de un solo
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nucledtido se conoce como SNps, por su significado en inglés Single Nucleotide
Polymorphism, y tiene sus siglas rs cuando dicho polimorfismo es reconocido,
catalogado y estadificado (Shaw, 2013).

Los snps son las variaciones genéticas mds comunes. En diversos estudios se
han demostrado la asociacién entre estas alteraciones genéticas y la susceptibilidad
de presentar enfermedades (Batnyam, 2013). Los sNps y sus variables han sido
localizadas en genes codificantes y no codificantes de proteinas en el desarrollo de
enfermedades multifactoriales. La estructura, funcién o la actividad de proteinas o
enzimas relacionadas a la respuesta de medicamentos se ven dafiadas también por los
snps (Ramirez Bello, 2017).

Los snps inducen cambios en la estructura secundaria del RNA (4cido
ribonucléico), lo cual puede generar un impacto potencial en la expresién o funcién
de un gen (Salari, 2013). La aplicacién de los snps a los estudios genéticos continuard
expandiéndose ya que son marcadores abundantes y codominantes que estin
ampliamente distribuidos en genomas, ficiles de puntuar y susceptibles de deteccién
de alto rendimiento (Garvin, 2010).

Los snps han servido como marcadores genéticos para el diagnéstico, ya
que permiten mostrar la resistencia o susceptibilidad probable de pacientes a
enfermedades crénicas, como la diabetes mellitus (Qi, 2017). Por lo que comprender
el efecto bioldégico de los alelos de los snps, en diferentes genes que estén asociados
a enfermedades permitird definir su influencia en la susceptibilidad, la gravedad y la
actividad de diferentes enfermedades crénicas, as{ como identificar la respuesta de las
personas ante terapias especificas (Ramirez Bello, 2017).

El presente trabajo busca recolectar, analizar y asociar reportes y registros de SNps
relacionadas con el CCR metastdsico (CCRm) y su tratamiento, para mejorar la seleccién
del medicamento para paciente con cCRm de uso crénico y conocer la probabili-
dad de generar un efecto adverso al medicamento, fomentando asi su calidad y

cantidad de vida tras la asignacién del tratamiento éptimo.
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METODOLOGIA
Seleccién de articulos cientificos

Se realizé una investigacién y documentacién a través de la bisqueda electrénica
de articulos cientificos acerca de la relacién de un polimorfismo genético con el
tratamiento para CCRm y los factores que modifican los polimorfismos, como
reacciones adversas a los medicamentos y su eficacia terapéutica, tomando en cuenta
el sitio y la cantidad de pacientes inmersos en dichos documentos cientificos.

Como criterios de inclusién se tomaron articulos publicados entre 2010 a 2018,
en donde se menciona el polimofrismo a evaluar con el cédigo rs y que este tltimo esté
relacionado con el cCRm, en cualquiera de sus clasificaciones. Se excluyeron aquellos
sin dato del polimorfismo genético en que se hayan reportado a una enfermedad
oncoldgica diferente a cCRm, asi como aquellos estudios en donde los datos en menos
de 50 pacientes evaluados.

Fuente de datos

Los articulos revisados fueron estudios clinicos reportados entre 2010 a 2018,
utilizando bases de datos o journals como Elsevier, ScienceDirect, Nature, entre otros. Se
realizaron tablas 4 y 5, en donde se reportaron los datos del polimorfismo asociado, la
ubicacién genética del mismo, asi como la respuesta del polimorfismo y su asociacién
con el tratamiento para CCRm.

Para encontrar la ubicacién genética del polimorfismo se recurrié a revisar la
herramienta 1000 genomes browser de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/,
localizando el polimorfismo genético por el cédigo rs. Cabe mencionar que los
polimorfismos al ser evaluados en National Center for Biotechnology Information
NCBI se reportaban con pares de bases nucleares diferentes a las que se mencionaron
en los articulos revisados, es por ello que los resultados en la tabla 4 y 5 se describen
las pares de bases nucleares de acuerdo a las reportadas en los articulos revisados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A pesar de los recientes avances en las bases morfoldgicas y terapéuticas del ccr, el

prondstico de la enfermedad y de su progresién estd basado en los resultados clinicos

y sanguineos (Garrigds et al., 2017). Es por ello que en recientes afios se ha empleado

mds el andlisis farmacogenético en los pacientes, se ha encontrado en ellos snps

asociados con variabilidad entre los pacientes en factores de eficacia al tratamiento:

supervivencia general (SG), SLP, el rango de respuesta (RR) y media de tratamiento

estable (MTE), la susceptibilidad que pueden tener para desarrollar un tumor renal y

la toxicidad que presentan los medicamentos para el desarrollo de un efecto adverso.

En la tabla 4 se muestran los polimorfismos asociados con la eficacia del tratamiento,

referenciados en los articulos analizados.

Tabla 4. Polimorfismos asociados con la eficacia del tratamiento para ccr

Gen y cddigo  Localizacién y Ubicacidn Respuesta Fdrmaco Pacientes  Fuente de
s polimorfismo elacionado informacidn
genético
VEGEFR2, Chr4ql2, Espafia Efecto protector ~ -------- 99
152071559  A>G y mayor SLP en
pacientes con
cdncer renal
localizado
PDGFRA  Chr4ql2 C>T Espafia Menorstpen - 929
152228230 pacientes con
cdncer renal
localizado
VEGFR2, Chr4ql2, Espana Menor stpen —-emee- 99
1510013228 A>G pacientes con
cdncer renal
localizado Garrigds
etal., 2017
VEGFRS, Chr5q3 1 .5, Espaﬁa Menor SGen  -————-- 99
307826 T>C pacientes con
cdncer renal
localizado
VEGFRS3, Chr5q31.5, Espana MenorsGen ~ ------e- 99
56877011  C>G pacientes con
cdncer renal
localizado
PRKARIB, Chr7p22, Espafa Mayor sG en Sunitninb, 99
rs9800958  A>G pacientes con Pazopanib,
CCRm Everolimus y
Temsirolimus
Continia...
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Gen y cddigo  Localizacién y Ubicacidén Respuesta Fdrmaco Pacientes  Fuente de
rs polimorfismo elacionado informacidn
genético
PDGFRB,  Chr5q33.1, Espafia Mayor sG en Sunitninb, 99
152302273 G>A pacientes con Pazopanib,
CCR m Everolimus y
Temsirolimus
VEGF-C, Chr4q34, Espafia Mejor RR en Sunitninb, 929
152016110  A>G pacientes con Pazopanib,
CCRm Everolimus y
Temsirolimus
VEGE-B, Chrllql3.1, Espafia Mejor RR en Sunitninb, 99
5594942 T>C pacientes con Pazopanib, Garrigés
CCRmM Everolimus y etal., 2017
Temsirolimus
VEGF-A, Chr6p21.1, Espafa Menor RR en Sunitninb, 99
15699947 A>C pacientes con Pazopanib,
CCRmM Everolimus y
Temsirolimus
VEGF-A, Chr6p21.1, Espaiia Menor RR en Sunitninb, 99
153025010  T>C pacientes con Pazopanib,
CCRM Everolimus y
Temsirolimus
IL-8, Chr4q21.1, Estudios TT se asocia con Sunitinib y 1059
151126647 A>T clinicos: SG en CCRm Pazopanib
COMPARZ,
VEG105192,
VEG107769 C.EXu
IL-8, rs4073 Chr4q21.1, Estudios TT aumenta riesgo  Sunitinib y 1059 ecal,, 2015
T>A clinicos: ante CCRm Pazopanib
COMPARZ,
VEG105192,
VEG107769
PTGS2, Chrlq3l, Espafia Disminuye sLp y Sunitinib 82
155275 T>C SEC en pacientes
con CCRm
PIK3CA, Chr3q26.2, Espana Disminuye sLp Sunitinib 82 .,
rs7651265  A>G n pacient n Cebridn
s en pacientes co etal., 2017
CCRm
1L-4, Chr5q31.1, Espafia Disminuye SEC Sunitinib 82
152243250  G>T en pacientes con
CCRm
Continiia...
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Gen y cddigo  Localizacién y Ubicacidén Respuesta Fdrmaco Pacientes  Fuente de
rs polimorfismo elacionado informacidn
genético
VEGFR2,  Chr4ql2, China TT mayor SG Sunitinib 68
151870377 A>T que AA Liu et al.,
VEGFR3,  Chr5q35.1, China GG mayor SG Sunitinib 68 2017
5448012 C>G que cC
VEGFA, Chr6p21.1, Italia TT mayor SG que Sunitinib 84
rs833061 C>T cc
VEGFA, Chr6p21.1, Italia GG mayor SG que Sunitinib 84 Scartozzi
rs2010963 G>C cC etal.,, 2013
FLT4, Chr5q35.1, Italia CC mayor SG que Sunitinib 84
rs6877011 C>G GG
miR-34b/c, Chrl1q23.1, China CC aumenta riesgo Sunitinib 710 S. Zhang,
rs4938723  T>C 2014
STAT3, Chrl17q21.2, Japén Es un IFN-a. 203
14796793  C>G biomarcador
dice Eto et al.,
que pre 2013
la respuesta al
tratamiento
VEGFR2,  Chr4ql2, China GG muestra mayor  Sorafenib 107
152239702  C>A SG, MTS y SLP ante
CCrRm Qin etal.,
2016
VEGFA, Chr6p21.1, China GG mayor SLP ante Sorafenib 107
rs1570360  A>G CCRm
1L-8, Chr4q21.1, Estudios Asociacién a SLP, Pazopanib 728
rs1126647 A>T clinicos: AASTT
VEG102616,
VEG105192y
VEG107769
IL-8, 154073 Chr4q21.1, Estudios Asociacién a SLP, Pazopanib 728
T>A clinicos: AASTT
VEG102616,
VEG105192 y
VEG107769 Chun Fang
HIF1A, Chrl4q23, Estudios Asociacién a sLp y Pazopanib 728 etal, 2011
rs11549467 G>A clinicos: RR, GG>GC
VEG102616,
VEG105192 y
VEG107769
NRI1I, Chr3q13.3, Estudios Asociacién aRr,  Pazopanib 728
rs3814055 C>T clinicos: CC>GG
VEG102616,
VEG105192 y
VEG107769
Continia...
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Gen y cddigo  Localizacién y Ubicacidén Respuesta Fdrmaco Paciente  Fuente de
rs polimorfismo elacionado informacidn
genético
VEGFA, Chr6p21.1, Estudios Asociacién a RR, Pazopanib 728
15699947 A>C clinicos: AASTT
VEG102616,
VEG105192 y
VEG107769
VEGFA, Chr6p21.1, Estudios Asociacién a RR, Pazopanib 728
rs833061 CT clinicos: CC>GG Chun F
VEG102616, R
VEG105192 y ctals
VEG107769
VEGFA, Chr6p21.1, Estudios Asociacién a RR, Pazopanib 728
152010963  G>C clinicos: CC>GG
VEG102616,
VEG105192 y
VEG107769
VEGFR1, Chr13q12.2, Francia, Bélgica ~ Homocigoto cc Sunitinib 91
159582036  A>C menor SG y TPP Beuselinck
VEGFR1, Chr13q12.2, Francia, Bélgica ~ Homocigoto Aa Sunitinib 91 etal, 2014
159554320  C>A menor SG y TPP
VEGFR3,  Chr5¢35.1, Espafia Homocigoto Aa Sunitinib 89
15307826 A>G muestra mayor SLP )
que AG Garcia
Donas et al.,
VEGFR3, Chr5q35.1, Espana Homocigoto GG Sunitinib 89 2011
1307821 G>T muestra mayor SLP
que GT
520541 G>A China Se asocia a reducir ~ -----—- 277 H.-L.
la susceptibilidad Zhang
a CCR etal., 2007

MTS, mediana del tiempo para progression. RR, Rango de respuesta, SEC, supervivencia especifica al cancer. sG,
supervivencia general. SLP, supervivencia libre sin progression. Tpp, Tiempo para progresién.
Elaboracién propia

En este caso se encontraron 19 genes, 30 polimorfismos y seis medicamentos
involucrados en la efectividad del tratamiento para cdncer renal, en donde la mayorfa
de los genes evaluados fueron de la familia VEGE, tanto los ligandos como los
receptores. Asi como en los medicamentos a evaluar el sunitinib representé la mayorfa
de los reportes asociados a la eficacia del tratamiento (figura 2).
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Figura 2. Fdrmacos reportados con la asociacién de s\ a la eficacia

del tratamiento en pacientes con CCRm

Elaboracién propia.

Se sumaron un total de 3 597 pacientes de nueve paises o estudios clinicos, siendo estos
tltimos los que mds pacientes incluyeron en sus estudios de eficacia y fue el pazopanib
el medicamento que mds pacientes evalué en los estudios clinicos VEG105192 y
VEG107769. Por otra parte, fue en China donde mds se analizé la eficacia para cdncer
renal metastdsico, con cuatro articulos publicados.

En la figura 3 se muestra la ubicacién cromosémica de los polimorfismos

encontrados en relacién con la eficacia del tratamiento para cdncer renal metastésico.

Figura 3. Localizacién cromosémica de los sNps asociados a la eficacia

del tratamiento contra CCRm

Elaboracién propia.
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Posteriormente se analizaron los articulos relacionados con la toxicidad del tratamiento
para CCRm, en la tabla 5 se muestran los polimorfismos encontrados en 1345 pacientes
en China, Jap6n, Espafia, Paises Bajos, Estados Unidos y estudios clinicos.

Tabla 5. Polimorfismos asociados con la toxicidad del tratamiento para ccr

Gen y cddigo  Localizacidn y Ubicacién Respuesta Fdrmaco Pacientes  Fuente de
7s Polimorfismo relacionado informacidn
genético
VEGFA , Chr6p21.1, China El sNP mostré Sorafenib 107
152010963  G>C asociacién a
padecer sindrome Qinetal,,
mano-pie 2016
ACBCI, Chr7q21.1, China El sne mostré Sorafenib 107
rs1045642  A>G asociacién a HAS
ABCC2, Chr10q24.3, Japén Aumento de HGSR ~ Sorafenib 55 Tsuchiya
rs2002042 C>T en mujeres con etal., 2013
CCR
UGTI1A1l, Ch2q37.1, Pacientes Induce al Pazopanib 236
158175347  T>G del estudio desarrollo de HGSR
VEG102616y  en pacientes con
VEG105192 CCR
UGTI1Al,  Ch2g37.1, Pacientes Induce al Pazopanib 236
rs4148323  T>G del estudio desarrollo de HGSR Xu et al.,
VEG102616y  en pacientes con 2010
VEG105192 CCR
CYP1A2, Chrl15q24, Pacientes Induce al Pazopanib 236
rs762551 C>A del estudio desarrollo de HGSR
VEG102616y  en pacientes con
VEG105192 CCR
UGT1Al, Ch2q37.153, Paises bajos Aumento de Sorafenib 114
rs8175347  TAG>TA7 niveles de
bilirrubina
OATP1B1, Chrl2pl2.1, Paises bajos Aumenta Sorafenib 114
12306283  A>G probabilidades de Slcob, 2016
diarrea
OATP1B1, Chrl2pl2.1, Paises bajos Aumenta Sorafenib 114
rs4149056  T>C probabilidades de
trombocitopenia
IL8, Chr4q21.1, Estudios Elalelo T se Sunitinib 336 Diekstra
1s1126647 A>T SUTOS, asocia a mayor etal., 2015
SOGUGYy probabilidad de
CCF hipertensién
Continiia...
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Gen y cddigo  Localizacidn y Ubicacidn Respuesta Fdrmaco Pacientes  Fuente de

s Polimorfismo relacionado informacion
genético
IL13, Crh5q31.1, Estudios Elalelo T Sunitinib 336 Diekstra
rs1800925 C>T clinicos mostrd asociarse etal., 2015
SUTOS, a leucopenia y
SOGUGYy toxicidad mayor a
CCF grado 2
HFE, Chr6p22.2, Estudios Polimorfismo Pazopanib 243
2858996  G>T clinicos TT se asocia a
VEG102616, elevacién de ALt
VEG105192 Chun Fand
HFE, Chr6p22.2, Estudios Polimorfismo Pazopanib 243 etal, 2011
rs707889 G>T clinicos TT se asocia a
VEG102616, elevacién de ALT
VEG105192
CYP3A5, Chr7q22, Espafia Asociado con Sunitinib 95
15776746 G>A toxicidad y
reduccién de dosis
VEGFR2,  Chr4ql2, Espafia Asociado a Sunitinib 95
151870377  T>A hipertensién
VEGF-A , Chr6q21.1, Espafia Asociado a Sunitinib 95
15699947 A>C hipertensién
VEGF-A , Chr6q21.1, Espafia Asociado a Sunitinib 95 )
rs1570360  G>A hipertensién Garcia
Donas
ABCBI1, Chr7q21.1, Espafia Proteccién ante Sunitinib 95 etal, 2011
rs1128503  C>T hipertensién
ABCBI1, Chr7q21.1, Espafia Proteccién ante Sunitinib 95
152032582  G>T hipertensién
VEGFR2, Chr4ql2, Espafia Asociado a Sunitinib 95
rs2305948  C>T sindrome mano-
pie
VEGF-A, Chr6p21.1, Espafia Proteccién ante Sunitinib 95
rs2010963  G>C mucositis
CYP3A4, Chr7q22, Estados Unidos Heterocitogo Sunitinib 159
54646437  G>A de América AG mostré tener De Velasco
menor riesgo a etal., 2016
EA>grado 3

HAS, hipertensidn arterial sistémica. HGSR, rash cutdneo de alto gmdo.
Elaboracién propia.

Para la toxicidad al tratamiento se encontraron 20 sNps de 12 genes diferentes, siendo
el VEGFA el que presenté mayor frecuencia. En donde la mayoria de las toxicidades
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reportadas fueron eventos adversos dérmicos, como sindrome mano-pie o HGSR, sin
embargo, la hipertensién arterial fue la que se mencioné mds.

En el reporte de toxicidad sélo se encontraron los TKIS mencionados en los
articulos, sorafenib y pazopanib dos veces, y sunitinib tres veces, la ubicacién
cromosémica de los SNps asociados con la toxicidad bajo tratamiento contra cdncer
renal metastdsico se muestra en la figura 4.

Figura 4. Localizacién cromosdémica de los sNps asociados

a la toxicidad del tratamiento contra CCRm

Elaboracién propia.

A través del tiempo el diagndstico del cdncer ha sufrido cambios, ya no sélo se basa
en los pardmetros morfoldgicos, cada vez més se encuentran diagndsticos respaldados
por alteraciones inmunohistoquimicas y moleculares en del DNA a nivel proted-
mico. Por ello es que hay un impacto significativo en la medicina, buscando un
enfoque personalizado, basado en la precisién brindada por la farmacogenémica
(Sethi, 2013).

El rol del citocromo en la activacién o inactivacién de la precarcinogénesis, asi
como los medicamentos que se usan contra el cdncer, es de suma importancia, y la
variabilidad interindividual en la eficacia y toxicidad del tratamiento farmacéutico se
asocia con polimorfismos en genes respectivos al metabolismo, transporte y efecto
farmacéutico (Majumder, 2017).

La farmacogendémica ha aportado un impacto significativo sobre el tratamiento
para el cdncer, pero la implementacién difiere entre los marcadores somdticos y
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germinales (Filipski, 2014). Al ampliar la comprensién del genoma se revelarin
asociaciones genémicas de la linea germinal con resultados clinicamente relevantes,
especificamente, con respecto a la toxicidad que induce el tratamiento (Hertz, 2015).

A pesar de que existen factores como la dieta, edad, raza o trastornos metabélicos
que influyen en la farmacogenética o farmacodindmica del tratamiento anticancerigeno,
se han encontrado variaciones genéticas en las enzimas metabolizadoras de estos
firmacos, los cuales han mostrado impactar en la variabilidad del tratamiento
(Leiri, 2012).

Los estudios farmacogenéticos para entender la respuesta al tratamiento oncoldgico
se ha estado llevando a cabo en diversos tumores. En pacientes portuguesas con cdncer
cervical se encontré la asociacion del polimorfismo TP53 Arg72Pro (rs1042522), con
el riesgo de muerte en los portadores de homocigoto (Coelho et al., 2018).

Para el cdncer pulmonar de células pequehas se encontré asociacién del
polimorfismo en el gen XRCC1 con el rango de respuesta ante quimioterapia con
platino (Li, 2014). En pacientes con cdncer de mama se descubrié la asociacién
de polimorfismos en UGT2B7 y CYP2DG6 con los procesos farmacociné-
ticos de tamoxifen (Charoenchokthavee, 2017). En el cdncer de préstata se hallé que
polimorfismos genéticos en CYP19A1 se asociaban con la probabilidad de desarrollar
el padecimiento: “we investigated the functions of CYP19A1 polymorphisms and
their associations with prostate cancer risk and clinical outcome. This case-control
study evaluated the effects of three single nucleotide polymorphisms (snps)” (Kanda
etal., 2015).

Los factores genéticos y moleculares pueden jugar un papel importante en la
susceptibilidad a la carcinogénesis de cada individuo y el desarrollo de la enfermedad
(Malhotra, 2014). En los recientes afios los avances en farmacogenética han permitido
encontrar relacién de sNPs con la respuesta al tratamiento, la optimizacién de la dosis
y la relacién con reacciones adversas de los medicamento (rRam) (Wei, 2012).

Se ha reportado asociacién de alteraciones genéticas con correspondencia a la
toxicidad de un medicamento. En un estudio se asocié el polimorfismo 677 C-T
de metilentetrahidratofolato reductasa (MTHFR), con hemocisteina elevada en
pacientes con cdncer de ovario bajo tratamiento con metotrexato (Toffoli et al., 2003).

En la India se encontré asociacién de polimorfismos en CYP450, en pacientes
con cdncer de mama y su relacién con el tratamiento de ciclofosfamida. Se encontré

correlacién de CYP3A5*3, CYP2C19*2 y CYP2B6*5 con anemia mayor a segundo
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grado (Tulsyan, 2014). En pacientes con cdncer de cabeza y cuello se mostré relacién
de polimorfismos en CYP39A1 con toxicidad presente ante tratamiento de docetaxel,
quimioterapia con platino y 5-Fluoroacilo (Melchardt et al., 2015).

Los polimorfismos genéticos influyen en la susceptibilidad a desarrollar cdncer, no
obstante, comprender los mecanismos para que ello suceda es complejo, sélo se sabe
que los sNPs modifican la estructura espacial en la célula, lo cual afecta la estabilidad
del mRNA, la metilacién y la expresién especifica de los alelos (Deng, 2017).

La farmacogendmica tiene como objetivo reducir la toxicidad y mejorar los
resultados clinicos en los pacientes. En el drea farmacogendmica de cdncer dichos
descubrimientos podrian arrojar asociacién con respuesta farmacoldgica variable;
asi como, revelar genes y vias que puedan usarse para nuevas lineas terapéuticas
(Wheeler, 2013).

Se espera que el drea clinica de la medicina genémica proporcione herramientas
apropiadas que mejoren los enfoques cotidianos, para estimar el riesgo/beneficio del

tratamiento en pacientes con cdncer (Innocenti, 2012).

CONCLUSION

En esta revisién se encontré mayor reporte de toxicidad dérmica, con relacién al
sunitinib, asimismo que no hay asociacién reportada de toxicidad o eficacia de
tratamientos anti mTOR para cdncer renal con un polimorfismo de nucledtido
simple. Los genes que mds se encontraron asociados con el estudio fueron los del
VEGE vy sus receptores, ya que es ahi donde actia la mayoria de medicamentos para
cdncer renal metastésico.

De igual manera, se encontré mayor reporte de eficacia y toxicidad del tratamiento
para cdncer renal en paises asidticos que en paises del continente americano. En con-
clusién, los estudios farmacogenéticos analizados mostraron polimorfismos asociados
con la toxicidad, asf como, la eficacia de los tratamientos para cdncer renal metastdsico,
evidenciando al sunitinib como el mds usado y que los polimorfismos en VEGF se

ven asociados con la respuesta al tratamiento que tendrdn los pacientes.
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ANALISIS DE EXPRESION GENICA EN LINEAS
CELULARES DE CANCER DE MAMA

Rodolfo Lépez Linares™
Jonnathan Guadalupe Santilldn Benitez'

El cdncer de mama es el principal tipo de cdncer que afecta a las mujeres a nivel
mundial y analizar los efectos que se presentan en los cambios en la expresién génica
de las lineas celulares de éste puede resultar en la localizacién de vias que permitan
desarrollar nuevas alternativas terapéuticas contra esta patologia. El objetivo es
describir la metodologfa para analizar la expresién génica de genes y proteinas
relacionadas con el cdncer de mama.

En el panel de lineas celulares se incluyen la linea celular MCF 7, la MDA MB
231 y la HCC 1937, cada una con diferencias genéticas y fenotipicas que permiten
evaluar multiples posibilidades de vias de sefalizacién, genes y proteinas relacionadas
con las caracteristicas oncogénicas de cada linea celular.

Entre las técnicas descritas en este capitulo se incluyen el cultivo celular, la
extraccién de RNA, sintesis de cDNA, PCR en punto final, PCR en tiempo real, ELISA
y Western Blot, las cudles permitirdn evaluar la expresién génica a nivel genético y
protedmico.

Es de gran importancia tener disponibles las metodologfas estandarizadas para
el andlisis de expresién génica en lineas celulares de cdncer de mama, como se
demostrard enseguida.

INTRODUCCION

El cdncer de mama es el principal tipo de cdncer que afecta a las mujeres a nivel
mundial (Espié, Hamy, Eskenazy, Cuvier y Giacchetti, 2013). Es una patologia que

conlleva a un crecimiento anormal y descontrolado de las células que componen a la
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glindula mamaria; la cual estd constituida por tres tipos de células: las mioepitelia-
les, de epitelio ductal y epitelio alveolar. Existen distintos subtipos intrinsecos de cdncer
de mamd, los cuales corresponden con la variabilidad en los patrones de expresién de
ciertos receptores presentes en las células cancerosas, estos subtipos al luminal A y B
(expresan el receptor de estrégeno y el receptor de progesterona), el HER2 (expresa
el factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2) y triple marcador negativo (no
expresan receptores, muestran mayor nivel de proliferacién y se les considera de alto
riesgo (Santillin Benitez, Quiroz Ordéfiez, Mendieta Zerén Gémez Olivdn, 2015).

Lineas celulares de cdncer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad heterogénea, ya que este tipo de tumores
muestran patrones recurrentes de anomalfas transcripcionales, genémicas y bioldgicas.
Al comprender cémo los genes en estos patrones funcionan colectivamente en un
entorno bioldgico heterogéneo, permite evaluar la progresién y modular la respuesta
a la terapia, lo cual es fundamental para mejorar el manejo de la enfermedad (Neve
et al., 2009).

Una alternativa para evaluar la respuesta de las células cancerosas es la utilizacién
de lineas celulares, éstas son definidas como un conjunto de células de un tipo tinico
que se pueden mantener en cultivo 7z vitro. Existen distintos tipos de lineas, entre
ellas se encuentran las continuas o inmortales, que se caracterizan por proliferar
indefinidamente y normalmente presentan alteraciones citomorfoldgicas, sus caracteri-
sticas son tamafio celular menor, menor adherencia, mds redondeadas, mayor relacién
nicleo/citoplasma y sobre todo un incremento en la tasa de proliferacién celular,
una reduccién del tiempo de duplicacién, menor dependencia de suero en el medio
de cultivo y mayor facilidad para crecer en suspensién (Martinez Carpio y Navarro
Moreno, 2003).

Sin embargo, siempre se debe considerar que las interrelaciones complejas que
existen entre las células 7z vivo se pierden cuando las lineas celulares se cultivan in
vitro. Ademds, las lineas celulares a menudo son sensibles a las condiciones de cultivo,
en particular la inclusién de factores de crecimiento que a veces pueden alterar el
fenotipo celular, lo que resulta en una activacién o diferenciacién inadecuada de la via

(Holliday y Speirs, 2011).
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Linea celular MCF 7

La linea celular de cdncer de mama humano MCF-7 se obtuvo originalmente en la
Michigan Cancer Foundation a partir de un derrame pleural maligno de una mujer
posmenopdusica con cdncer de mama metastdsico que habia sido tratada previa-
mente con radioterapia y manipulacién hormonal. Las células expresan receptores y
con ello respuestas bioldgicas a una gran variedad de hormonas que incluyen:
estrégeno, andrégeno, progesterona, glucocorticoides, insulina, factor de crecimien-
to epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina, prolactina y hormona
tiroidea, lo quele permite ser ampliamente utilizada para estudios de biologfa del cdncer
de mama y mecanismos de accién hormonal (Osborne Trent y Hobbs, 1987)
MCE-7, MCF-7 (KO).

Las células MCF-7 muestran muchas caracteristicas de las células epiteliales
mamarias normales, incluida la capacidad de generar agregados 3D multicelulares
que pueden madurar y convertirse en esferoides que contienen lumen. Los esferoides
del linaje MCEF-7 se describen como una masa de células con nticleos desorganizados
y fuertes enlaces célula a célula. Estas se utilizan comtnmente en la investigacién
para experimentos con células de cdncer de mama con receptor de estrégeno positivo,
ademds son muy adecuadas para los estudios de resistencia a la terapia antihormonal,
ya que son ficiles de cultivar y retienen la expresion del receptor de estrégeno cuando
fueron tratadas con dicha terapia dirigida (Comsa, Cimpean y Raica, 2015).

Figura 1. Morfologia de la linea celular MCF 7

Fuente: http://www.atcc.org
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Linea celular MDA MB 231

La linea celular MDA-MB-231 es epitelial de cdncer de mama humano, que se
establecié a partir de un derrame pleural de una mujer caucdsica de 51 afios con un
adenocarcinoma mamario metastdsico. Es una linea celular de cdncer de mama triple
marcador negativo, altamente agresiva, invasiva y poco diferenciada, ya que carece
de la expresién del receptor de estrégeno (ER), del receptor de progesterona (PR), y
del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo dos (HER2) (ATCC,
HTB26).

En esta linea se ha comprobado una altisima actividad transcripcional tanto para
diversos factores de crecimiento como para sus receptores, lo que hace pensar que el
crecimiento rdpido y auténomo que presentan se debe en gran medida a mecanismos
autocrinos (Martinez Carpio y Navarro Moreno, 2003).

El cdncer de mama triple negativo es una forma agresiva de cdncer con opciones
de tratamiento limitadas. Por lo tanto, comprender la base molecular de éste es crucial
para el desarrollo efectivo de nuevas terapias contra estos tipos de cdncer de mama;
como resultado, se han realizado muchos estudios sobre agentes potencialmente
activos para este tipo particular de cdncer utilizando la linea celular MDA-MB-231

(ECACC, 2017).

Figura 2. Morfologia de la linea celular MDA MB 231

Fuente: http://www.atcc.org
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Linea celular HCC 1937

La linea celular HCC1937 (Hamon Cancer Center), se establecié a partir de un
tumor de cdncer de mama primario ductal infiltrante de grado 11 de una paciente de
24 afos de edad con una mutacién de linea germinal BRCA1. Estas células tumorales
crecen como una monocapa adherente y presentan vacuolas (Tomlinson et al., 1998).

Esta linea celular se describe como triple marcador negativo, ya que carece de la
expresion del ER, del PR y del HER2, adicionalmente esta linea celular presenta una
mutacién adquirida de TP53 con pérdida de alelo de tipo salvaje, una eliminacién
homocigética adquirida del gen PTEN y pérdida de heterocigosidad en maltiples loci
que se sabe estdn implicados en la patogénesis del cdncer de mama (ATCC CRL23306,
1997).

Figura 3. Morfologia de la linea celular HCC 1937

Fuente: http://www.atcc.org

METODOLOGIA

Cultivo celular

La proliferacién de las lineas celulares MCF-7, MDA-MB 231 y HCC1937 obtenidas
del American Type Culture Collection (aTcc) se debe llevar a cabo en cajas para cultivo
celular, en el caso de estas lineas celulares se recomienda utilizar cajas de cultivo p60,
ya que en esta dimensién de la caja se alcanza la confluencia necesaria para llevar a
cabo la correcta manutencién de las lineas celulares.
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Las células se deben incubar a 37 °C en una atmésfera al 5% de CO,, empleando
el medio de cultivo RPMI 1640 (RPMI Medium 1640, Gibco Thermo Fisher
Scientific; USA) suplementado al 10% de suero fetal bovino inactivado con calor
(Fetal Bovine Serum, certified, US origin, Gibco Thermo Fisher Scientific, USA) y
como antibidtico se recomienda emplear el 1% de penicilina-estreptomicina (10 000
unidades de penicilina/10 mg/ml de estreptomicina).

Adicionalmente para las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB 231 se sugiere
suplementar el medio de cultivo con una concentracién 2 mM de piruvato y para la
linea HCC 1937 se recomienda una concentracién 2 mM de glutamina.

Tabla 1. Condiciones éptimas para el cultivo de lineas celulares de cdncer de mama

Linea celular Cantidad de medio Antibidtico Suplemento
RPMI 1640
HCC 1937 5 ml 1% penicilina-estreptomicina 2 mM de glutamina, 10% suero

fetal bovino

MCF 7 5 ml 1% penicilina-estreptomicina 2 mM de piruvato, 10% suero
fetal bovino

MDA MB 231 5 ml 1% penicilina-estreptomicina 2 mM de piruvato, 10% suero
fetal bovino .

Elaboracién propia.
Descongelamiento de las lineas celulares

El descongelamiento de las lineas celulares se debe realizar lo m4s rdpido posible, para
ello, una vez retirado el vial que contiene las células del congelador (-70 °C), se hard
el siguiente procedimiento:
a) Mantener el vial con las células durante 5 minutos a temperatura ambiente para
favorecer el descongelamiento.
b) Agregar 1 ml de medio de cultivo RPMI1640 suplementado, mantenido previa-
mente a una temperatura de 37 °C al vial con las células y resuspender.
c) Traspasar el contenido del vial a un tubo Falcon de 15 ml.
d) Centrifugar durante 3 minutos a una velocidad de 800 x g.
e) Retirar el sobrenandante del botén celular.
f) Agregar 1 ml de medio de cultivo RPMI1640 suplementado al botdén celular
y resuspender.
g) Traspasar el contenido del tubo a la caja de cultivo para completar 5 ml que es
volumen de trabajo ideal.
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h) Observar al microscopio para identificar la presencia de células en suspensién.
i)  Colocar en la incubadora a 37 °C en una atmdsfera al 5% de CO,,.

Nota: se recomienda previamente colocar la caja de cultivo con 4 ml de medio
RPMI 1640 (suplementado en base a las especificaciones para cada linea celular),
dentro de la incubadora durante 20 minutos previo a agregar las células, esto con

el fin de que el medio se encuentre a la temperatura éptima y con el adecuado

intercambio de gases para las células.

Cambio de medio de las lineas celulares

tes pasos:

a) Retirar el medio de cultivo de la caja.

b) Lavar la caja con 3 ml de PBS (pH 7.4) por duplicado, cuidando el agregar

lentamente el PBS por uno de los costados de la caja para evitar despegar
células adheridas.

c) Agregar 5 ml de medio de cultivo suplementado con base a las especificaciones

para cada linea celular.

d) Colocar en la incubadora a 37 °C en una atmdsfera al 5% de CO.,,.

Nota: en el caso del descongelamiento, el cambio de medio se debe realizar a

24 horas después de la siembra para retirar las células que no se fijaron y agregar

nuevos nutrientes que le den soporte a las células adheridas.

Expansién de las lineas celulares

se debe realizar mediante los siguientes pasos:

a) Retirar el medio de cultivo de la caja de cultivo.
b) Lavar dos veces la caja con 3 ml de PBS (pH 7.4).

El medio de cultivo se debe cambiar cada tercer dia con el fin de eliminar los desechos

celulares y aportar nuevos nutrientes a las células, éste se realiza mediante los siguien-

las

las

Cuando la confluencia de las células es superior al 80%, se debe realizar el pasaje de

las células a dos cajas nuevas para continuar con el cultivo celular. Este procedimiento
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)

d)
e)

f)
g)
h)
i)
j)
k)

Agregar 3 ml de tripsina (0.05% tripsina, 0.02% EDTA, en PBS), con

el fin de despegar las células de la caja de cultivo.

Incubar 3 minutos a 37 °C.

Agregar 3 ml de medio de cultivo suplementado para inactivar la accién de
la tripsina.

Traspasar el contenido de la caja a un tubo Falcon de 15 ml.

Centrifugar a 800 x g durante 3 minutos.

Retirar el sobrenadante del botén celular.

Agregar 10 ml de medio de cultivo y resuspender el botén celular.

Colocar 5 ml de suspensidn celular en cada caja de cultivo.

Colocar en la incubadora a 37 °C en una atmésfera al 5% de CO,,.

Preservacién de las lineas celulares

Cuando se desea preservar una linea celular con el fin de tener un respaldo, se deben

realizar los siguientes pasos:
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a)
b)
c)

d)
e)

f)
g)
h)
i)
j)
k)
1)

Retirar el medio de cultivo de la caja de cultivo.

Lavar dos veces la caja con 3 ml de PBS (pH 7.4).

Agregar 3 ml de tripsina (0.05% tripsina, 0.02% EDTA, en PBS), con el fin de
despegar las células de la caja de cultivo.

Incubar 3 minutos a 37 °C.

Agregar 3 ml de medio de cultivo suplementado para inactivar la accién de la
tripsina.

Traspasar el contenido de la caja a un tubo Falcon de 15 ml.

Centrifugar a 800 xg durante 3 minutos.

Retirar el sobrenadante del botén celular.

Agregar 1 ml de medio de cultivo y resuspender el botdn celular.

Traspasar el contenido del tubo a un vial de preservacién.

Suplementar el contenido del vial al 20% de suero fetal bovino y 10% de DMSO.
Congelar a -70 °C.

: 3
Nota: se recomienda que el proceso de congelamiento se lleve a cabo lentamente
por lo que se sugiere emplear geles de enfriamiento para recubrir el vial y asi el



proceso de congelamiento se lleve a cabo lentamente y no exista la formacién de
cristales que puedan dafiar a las células.

Ensayos de proliferacién

Para llevar a cabo ensayos que permitan evaluar aumentos o decrementos de la

proliferacién celular de las distintas lineas celulares de cdncer de mama al ser estimu-

ladas con distintos agentes se deben emplear 5000 células de cada linea celular por

pozo y por triplicado, en placas de 96 pozos permitiendo su crecimiento previo

a estimulacién durante 24 horas y 48 horas para generar dos grupos de estudio.

La siembra de las 5000 células por cada pozo se debe llevar a cabo la siguiente

metodologfa:

a) Retirar el medio de cultivo de la caja de cultivo.

b) Lavar dos veces la caja con 3 ml de PBS (pH 7.4).

c) Agregar 3 ml de tripsina (0.05% tripsina, 0.02% EDTA, en PBS), con el
fin de despegar las células de la caja de cultivo.

d) Incubar 3 minutos a 37 °C.

e) Agregar 3 ml de medio de cultivo suplementado para inactivar la accién de
la tripsina.

f) Traspasar el contenido de la caja a un tubo Falcon de 15 ml.

g) Centrifugar a 800 xg durante 3 minutos.

h) Retirar el sobrenadante del botén celular.

i) Agregar 1 ml de medio de cultivo y resuspender el botén celular.

j)  Tomar 10 pL de la suspensién celular y realizar una dilucién 1:10 agregando 90
pL de azul de tripdn al 0.4% en un tubo Eppendorf.

k) Mezclar la dilucién por pipeteo de cinco a ocho veces.

) Colocar 10 pL de la mezcla en cada cdmara del hemocitémetro (Cémara
de Neubauer).

m) Dejar que las células se asienten durante 1-2 minutos y proceder al conteo.

n) Llevaracabolacuenta celular para cada cuadrante externo (cuadros 4 x 4, marcados

con el ndmero 1 en la figura 4), las células localizadas en los mdrgenes externos

de cada esquina no deberdn ser incluidas. Las células que se deben considerar en

el conteo son aquellas birefringentes o blancas, ya que estas son células vivas, las
, ~ 7

células tefidas de azul son células muertas.
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Figura 4. Cuadrantes de la cdmara de Nuebauer

Fuente: http://www.celeromics.com

o) Llevar a cabo el cdlculo de la cantidad de células presentes en el ml de suspensién
celular, empleado la férmula:

p) Cantidad de células = (nim. de células vivas + 4) x factor de dilucién x 10 000.
Una vez determinada la cantidad de células en la suspensién, se deben realizar
los cdlculos pertinentes para realizar una dilucién que garantice la presencia de
5000 células en 248 pL de medio, que es el volumen a colocar en cada pocillo de

la placa.

Nota: se consideran 248 pL de la dilucién de células para colocar por pozo, ya que
el volumen ideal de trabajo para la placa de 96 pozos es de 250 pL por pozo, asi en
cada cambio de medio se agregardn 248 pL de medio de cultivo y el 1% restante

corresponde al estimulo.

Posteriormente cada 24 horas durante 96 horas se lavardn las células con PBS (250
pL/pozo) y se adicionard medio de cultivo fresco (suplementado al 5% de suero fetal
bovino) con el estimulo a evaluar. La disminucién del suero fetal bovino se realizard
para disminuir los factores de crecimiento que pudieran interferir con la accién del
agente a analizar. Para llevar a cabo la tincién con cristal violeta que permitird evaluar

la proliferacién celular se debe llevar a cabo lo siguiente:

a) Al término del estimulo se deben fijar las células con formaldehido al 4% (250

pL/pozo) durante 15 minutos.
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b) Lavar cada pocillo con PBS (250 pL/pozo).

c) Tediir cada pocillo con 100 pL de cristal violeta al 0.2% durante 15 minutos,
la ventaja de utilizar este colorante es su fdcil adquisicién y su capacidad para
unirse a las proteinas y al DNA, lo que lo hace un método de deteccién rdpido
y confiable.

d) Lavar cada pocillo con 300 pL de agua destilada por triplicado o hasta garantizar
que se han eliminado todos los residuos de colorante.

d) Adicionar a cada pozo 250 pL de 4cido acético al 10%.

f) Leer la placa en un lector de microplacas a una longitud de onda de excitacién de

490 nm y una longitud de emisién de 630 nm.

Anilisis de microensayos

La regulacién de la expresién génica de algtin gen de interés en las lineas celulares
de cdncer de mama se evaluard por medio de la estimulacién de las células con
alglin agente a estudiar, mediante la siguiente metodologia propuesta por Jardé y
colaboradores (Jardé et al., 2009).

Para llevar a cabo estos ensayos se deben sembrar 20 000 células de cada linea
celular (véase apartado de siembra de células en los ensayos de proliferaciéon celular)
en placas de 24 pozos durante 48 horas. Como nota, se debe ajustar el volumen de
trabajo a 1 ml por pozo para las placas de 24 pozos.

Posteriormente cada 24 horas durante 96 horas se lavaran las células con PBS
(1 ml/pozo) y se adicionard medio de cultivo fresco (suplementado al 5% de suero
fetal bovino) con el correspondiente estimulo.

Al término de las 96 horas de estimulo se retirard el medio de cultivo y se
adicionard TRIzol Reagent para llevar a cabo la extraccién de mRNA de acuerdo al
protocolo de uso (Ambion).

Extraccién de mRNA de lineas celulares de cincer de mama

Para la extraccién de mRNA de las lineas celulares MDA-MB 231, MCF 7 y
HCC1937, se debe llevar a cabo la siguiente metodologfa:
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a)

Retirar el medio de cultivo de cada pozo, cuidando de no desecharlo (véase
apartado de ELISA).

Lavar la caja de cultivo con PBS (3 ml) por duplicado, en caso de que sea en la
placa de 24 pozos utilizar 1 ml por pozo.

Si la extraccidn se realizard a partir de una placa p60 se deben agregar 500 pL
de PBS vy retirar las células mecdnicamente con un scraper o raspador celular,
paséndolo por toda la superficie de la caja. Colocar la suspensién celular del
raspado de la caja en un tubo Eppendorf y centrifugar 10 segundos y retirar
el sobrenadante. En simultdneo, en la caja de cultivo colocar 1 ml de reactivo
TRIzol, se deja actuar 1 minuto, se retira y se traspasa al botdén celular en el
tubo Eppendorf. Si la extraccidn se realiza en la placa de 24 pozos, sélo se debe
agregar 750 pL de reactivo TRIzol a cada pocillo, dejar actuar 3 minutos y traspa-
sar el contenido a un tubo Eppendorf. Llevar al vértex hasta homogeneizar, si la

extraccién no se realizard de manera inmediata se debe congelar a -70 °C.

Separacion de fase

a)
b)
o
d)
e)

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de reactivo TRIzol utilizado.
Agitar el tubo vigorosamente durante 15 segundos.

Incubar 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar la muestra a 12 000 x g durante 15 min, a 4 °C.

La mezcla se separa en una fase de fenol-cloroformo de color rojo en la parte inferior,

una interfase blanquecina y una fase acuosa superior incolora. El RNA permanece en

la fase acuosa: se debe retirar ésta de la muestra, cuidando de no tocar la interfase. La

fase fenol-cloroformo contiene DNA y proteinas.

Aislamiento
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Agregar 0.5 ml de isopropanol al 100% a la fase acuosa por cada ml de reactivo
TRIzol utilizado.

Incubar a temperatura ambiente 10 min.

Centrifugar a 12 000 x g durante 10 min a 4 °C.

Observar la formacién de un pellet en el fondo del tubo.



a) Retirar el sobrenadante del tubo dejando sélo el sedimento de RNA.

b) Agregar al pellet 1 ml de etanol al 75% por cada ml de reactivo TRIzol usado
(realizar este paso por triplicado).

c) Dejar secar el pellet.

Cuantificacién de RNA de lineas celulares

Una vez extraido el RNA de cada una las lineas celulares se debe cuantificar en
un nanofotémetro utilizando el factor de dilucién LID 50 y 1pL de muestra, se
registra la concentracién reportada por el equipo en ng/pL de RNA, asi como las
relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230. La relacién A260/A280 y
A260/A230 debe ser mayor a 1.8 para garantizar buena pureza del RNA extraido
pues con la relacién A260/A280 se descarta contaminacién con proteinas, mientras
que la relacién A260/A230 descarta contaminacién con compuestos aromdticos
empleados durante la extraccién.

Sintesis de cDNA. Se lleva a cabo la sintesis de DNA complementario (cDNA)
para poder evaluar la expresién génica, esto se realiza a partir de 2pg de mRNA
extraido de cada linea celular por medio de la reaccién de transcriptasa reversa de
acuerdo al protocolo de uso del Kit High Capacity RNA to cDNA (Thermo Fisher
Scientific).

Tabla 2. Componentes y concentracién de reactivos empleados para llevar a cabo la sintesis de

cDNA segtin el kit High Capacity RNA to cDNA

Componente Volumen/reaccidn (uL)
+RT -RT
2x RT Buffer 10.0 10.0
20x RT Enzyme mix 1.0 -
Nuclease free H,O Q.S.20puL Q.S.20 Ml
Muestra (RNA) 9 uL 9uL
Total por reaccién 20 pL 20 pL
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Para llevar a cabo la reaccién se debe colocar en el termociclador a 37 °C durante 60
minutos, se detiene la reaccién calentando a 95 °C durante 5 minutos y posterior-

mente se enfria a 4 °C para su preservacién.

Determinacién de expresién génica por RT-PCR
Estandarizacion de primers

Para llevar a cabo la determinacién de la expresién cualitativa de un gen de interés a
partir del cDNA obtenido en el proceso anterior se requiere tener por lo menos un par
de primers o sondas especificas para el gen que se desea determinar, uno en sentido
(Fw) y otro en antisentido (Rv), como caracteristicas principales para estos primers
se desea que cada uno debe contar con una longitud de 20-25 bases, mantener un
contenido de G: C (Guanina: Citosina) entre 40 y 60%. Los dos primers del par
tendrdn una temperatura de fusién (Tm) cercana a los 60 °C, con una diferencia
no mayor a los 5 °C entre si, se mantiene una AG menor a -3 kcal/mol, para evitar
interacciones entre ellos. El disefio o eleccién de los primers es uno de los aspectos mds
importantes de la PCR, ya que si no son los adecuados pueden amplificar secuencias
distintas a las que se quiere detectar.

Una vez disefiados o elegidos, los primers se solicitan a una empresa especializada en
su sintesis. Al recibirlos se encuentran liofilizados por lo que es necesario rehidratarlos.

Para este fin se recomienda consultar la hoja de las especificaciones de cada primer
entregada por el proveedor, donde se reporta la cantidad en microgramos de pri-
mer en cada vial, asi con este dato, se puede agregar la cantidad de agua grado pcr
necesaria para obtener una concentracién de 1 pg/pL.

A continuacién se puede cuantificar la concentracién de cada primer mediante
el uso de un nanoespectrofotémetro, con lo que se confirmard la masa que se tiene
de cada uno de ellos. Con el resultado de la cuantificacién real se puede obtener la
molaridad de cada uno y con esa concentracién se recomienda hacer los cdlculos
necesarios para estandarizar una alicuota de 200 pL a una concentracién 12.5 pM de

éstos, que serd la alicuota de uso para llevar a cabo la pcr.
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PCR en punto final

Para llevar a cabo la reaccién de PCR es necesario preparar la mezcla de sustancias
necesarias que permitan la amplificacién de la secuencia especifica que se desea

determinar, para esto se tienen las siguientes concentraciones de los reactivos a usar.

Tabla 3. Componentes de la mezcla de reaccién para PCR punto final

Volumen (uL) de reactivo adicionado ~ Volumen(uL) de reactivo adicionado

Reactivo por una reaccion por niimero de reaccién (N)
2X PCR Master Mix 12.5 NX12.5
Primer (forward) 1 NX1
Primer (reverse) 1 NX1
cDNA 1 NX1
Agua 9.5 NX9.5
Volumen final (para una muestra) 25 N X 25

El reactivo PCR Master Mix contiene los ANTP, MgClL, la polimerasa y el buffer de reaccién.
Elaboracién propia.

Al realizar una PcR se debe integrar ademds de las muestras, un control negativo (un
tubo con los reactivos de PCR, pero sin cDNA) y un gen control o Housekeeping,
estos genes se requieren para el mantenimiento de las funciones celulares basales
que son esenciales para la existencia de una célula, por lo tanto, se espera que se
expresen en todas las células de un organismo en condiciones normales y patoldgicas,
independientemente del tipo de tejido, la etapa de desarrollo, el estado del ciclo celular
o la sefial externa. Algunos ejemplos de genes Housekeeping son el 18s, GAPDH,
tubulina, actina, B2M (Eisenberg y Levanon, 2013).

Una vez realizada la mezcla se llevan los tubos al vértex durante 15-20 segun-
dos para que todos los reactivos se mezclen; se centrifugan en un spin de 10 segundos
y se colocan en el termociclador, ajustando las temperaturas, tiempos y el nimero
de ciclos de acuerdo a los primers disefiados para el gen de interés, a la cantidad de
muestra y las indicaciones del PCR Master Mix. De manera general un ejemplo del
programa para llevar a cabo una PCR en punto final se muestra en la figura 4.
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Figura 5. Ejemplo de un programa para PCR en punto final

Elaboracién propia.

Electroforesis

La electroforesis es una técnica de separacién de moléculas en una mezcla por
aplicacién de un campo eléctrico. Las moléculas de DNA se desplazan o migran en
un campo eléctrico a una velocidad determinada por su relacién carga: masa (Lodish,
Berka, Matsudaira, Kaiser, Krieger, 2005).

La técnica de electroforesis es de gran utilidad, ya que permite identificar
los resultados obtenidos en la PCR, ya que se pueden visualizar las bandas de DNA
amplificadas mediante el intercalamiento del bromuro de etidio en la cadena de
DNA y el desplazamiento de las moléculas por accién del campo eléctrico. Para llevar
a cabo la electroforesis, se realiza la siguiente metodologfa.

Preparacion de la solucion TAE

Para preparar un litro del buffer TAE 10X se mezclan 48.4 g de Tris-HCI, 11.42 ml
de dcido acético, 7.44 g de EDTA disédico; aforar con agua destilada y ajustar el pH
a 7.6. Para disponer de la solucién TAE de trabajo (1X) se realiza una dilucién 1:10

de la disolucién anterior.
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Preparacion del gel de agarosa

La electroforesis de DNA se lleva a cabo en un gel de agarosa, el cual debe ser preparado

con la concentracién de agarosa necesaria segin el tamafio esperado del amplificado

obtenido en la PCR, como se indica en la tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de agarosa empleada segiin el tamafio del amplicén esperado

Agarosa (%) Tamaiio del amplicon

0.3 1 kb-40 kb

0.5 700 pb-25 kb
0.8 500 pb-15 kb
1.0 250 pb-12 kb
1.2 150 pb-6 kb
L.5. 80 pb-4 kb

2.0 60 pb-2.5 kb

Elaboracién propia.

Generalmente se utiliza el gel de agarosa al 1.5%. Para preparar este gel se lleva a cabo

el siguiente procedimiento:

a)
b)
o

Pesar 0.6 gramos de agarosa.
Disolver en 40 ml de TAE 1X.
Colocar en agitacién y calentar hasta que la agarosa se funda totalmente y se

convierta en una disolucién transparente.

d) Agregar 3 pL de bromuro de etidio.

e)
£)

Dejar enfriar un poco y colocar en la cdmara de electroforesis.
Colocar el peine con el ndmero de pocillos necesario para el ndmero de muestras
a correr y dejar enfriar hasta que solidifique.

Carga y corrimiento de las muestras para electroforesis

a)

Cuando el gel se encuentra solidificado dentro de la cdmara de electroforesis
se afade el buffer de electroforesis (TAE 1x) procurando que se cubra el gel se
cubra totalmente.

Retirar el peine para que queden libres los pocillos para colocar las muestras.
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c) Mezclar los amplificados obtenidos de la Pcr con el buffer de carga (azul de
Bromofenol 0.09%, xilencianol 0.09% y glicerol 60%).

d) Cargar en los pocillos las muestras (generalmente es un volumen de 15 a 20 pL),
el marcador de peso molecular y el control negativo.

e) Conectar los cables a la fuente alimentacién y aplicar un voltaje de 20-150 V (1-5
V/em de acuerdo a la distancia entre los electrodos). Regularmente se utilizan
90 V durante 1 hora. Esto depende del tamafio de los amplificados y se ajusta el
voltaje y el tiempo a dicha caracteristica.

f) Correr el gel hasta que el azul de bromofenol haya recorrido aproximada-
mente el 75% de la longitud total del gel. Cuando llegue a este punto detener
la electroforesis.

Visualizacion de las bandas de los amplificados de DNA

Para observar las bandas de amplificacién de DNA, se coloca el gel sobre un
transiluminador y se enciende la ldmpara de luz ultravioleta con una longitud de
onda de 300 nm. El DNA se visualizard como bandas de color anaranjado. Se coloca
después un fotodocumentador que permite tomar una fotografia de las bandas

obtenidas para su posterior andlisis.
PCR en tiempo real (qPCR)

El principio de la técnica de PCR en tiempo real se basa en la PCR punto final, sélo que
la forma en que se detectan y analizan los productos de la amplificacién es distinta.
El término en tiempo real se refiere a que la deteccién de los productos amplificados
sucede en cada ciclo de la reaccién por determinacién de la fluorescencia obtenida en
cada ciclo. Por su parte, es posible cuantificar la cantidad de DNA en la muestra, a
diferencia de la pcr punto final en donde no es posible conocer la secuencia blanco
(Tamay de Dios, Ibarra y Velasquillo, 2013). El pcr en tiempo real contempla los
siguientes pasos: el cDNA obtenido a partir de los estimulos de las lineas celulares
se utilizard para realizar la determinacién de la expresién génica por PCR en tiempo
real empleando como Kit de Master Mix para qpcr el TagMan Universal Mix 11, with
UNG (Biosystems, 2002).
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Para detectar la secuencia especifica del gen de interés se utilizardn las sondas
TagMan (Gene Expression Assays, Applied Biosystems), incluyendo una sonda para
el gen Hosekeeping (véase apartado de genes Housekeeping en PCR punto final).

Posteriormente siguiendo las instrucciones del termociclador Light Cycler 2.0
(Roche Diagnostics), se utilizard el siguiente programa de amplificacién: 50 °C por 2
min, 95 °C por 10 min y 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto.

Para la determinacién del grado de expresién génica del gen de interés se utilizard
el método de cuantificacién relativa de Pfaffl (2004), basado en la comparacién del
CT de un gen constitutivo (Housekeeping) contra el gen problema, tomando el valor

de sus diferencias contra la linea control para cada muestra (se realizard por duplicado).

Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccién para PCR tiempo real

Reactivo Volumen (uL) de reactivo Volumen(ul) de reactivo adicionado
adicionado por una reaccién por niimero de reaccién (N)

TagMan Universal Mix 11, with UNG 2.5 NX25
Sonda Tagman 1.25 NX1.25
c DNA 1 NX1

Agua 7.75 NX7.75
Volumen final (para una muestra) 12.5 NX12.5

El reactivo TagMan Universal Mix 11, with UNG, contiene los ANTD, Mg(fl:, la polimerasa y el buffer de reaccién.

Elaboracién propia.

Determinacién de expresién génica a nivel proteémico

El siguiente paso ala determinacién de la expresién de un gen a nivel de dcidos nucleicos
es la identificacién y cuantificacién de la proteina codificada por dicho gen, esto se
hace mediante diversas técnicas, entre las que se encuentran: ELISA y Western Blot.
Determinacién de proteinas por ELISA

El ensayo ELISA utiliza el concepto inmunoldgico bésico de la unién de un antigeno

a su anticuerpo especifico, lo que permite la deteccién de cantidades muy pequefias
de antigenos, como proteinas, hormonas o anticuerpos en una muestra liquida. El
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antigeno en fase liquida se inmoviliza, generalmente en placas de microtitulacién
de 96 pozos. Se permite que el antigeno se una a un anticuerpo especifico, que a
su vez es detectado por un anticuerpo secundario acoplado a enzimas. Un sustrato
cromogénico para la enzima produce un cambio de color visible o fluorescencia, lo
que indica la presencia de antigeno. Las medidas cuantitativas o cualitativas pueden
evaluarse baséndose en dicha lectura colorimétrica. Los sustratos fluorégenos tienen
una mayor sensibilidad y pueden medir con precisién los niveles de concentracién de
antigeno en la muestra (Gan y Patel, 2013).

La metodologia para llevar a cabo este ensayo, depende en gran medida del Kit
de ELISA que se utilizard para detectar la proteina de interés, sin embargo, de manera
general la metodologia a llevarse a cabo es la siguiente, segtin los kits de ELISA

Creative Diagnostics:

a) En caso de trabajar con lineas celulares, la determinacién de los niveles de
proteina se pueden detectar en sobrenadante del cultivo celular, por lo que
después de realizar la estimulacién de las células el sobrenadante se guarda en
tubos Eppendorf, centrifugar (1000 x g 10 minutos) y utilizar inmediatamente, o
guardar a -70 °C.

b) Colocar 100 pL de la muestra diluida en solucién buffer a la placa prerrecubierta
con anticuerpo antireceptor de leptina humano.

¢) Incubar durante 90 minutos a 37 °C.

d  Vaciar la placa y eliminar el liquido residual.

e) Agregar 100 pL de solucién de anticuerpo antireceptor de leptina humano
biotinilado a cada pozo.

f) Incubar una hora a 37 °C, vaciar la placa y eliminar el liquido residual.

g) Llenar cada pozo con solucién de lavado, vaciar la placa y eliminar el liquido
residual (repetir de 3 a 5 veces).

h) Colocar 100 pL de complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) a cada pozo,
vaciar la placa, e incubar 30 minutos a 37 °C.

i) Llenar cada pozo con solucién de lavado, vaciar la placa y eliminar el liquido
residual (repetir de 3 a 5 veces).

j)  Agregar 90 pL de agente de revelado de color TMB, incubar 20 minutos a 37 °C
en la oscuridad.

k) Agregar 100 pL de solucién de paro TMB a cada pozo.

) Leer la placa con el lector de microplacas (Stat Fax 2100 Microplate Reader,
Awareness Technology) a una longitud de onda de 450 nm.
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m) Se realizard una curva estdndar de concentraciones conocidas de la proteina a

determinary se interpolardn las absorbancias obtenidas en cada pozo, para obtener

la concentracién de proteina en cada prueba.

Western Blot

La técnica de Western Blot se utiliza en la investigacién para la separacién e identifica-

cién de proteinas. En ésta una mezcla de proteinas se separa en funcién del peso

molecular, mediante electroforesis en gel, una vez que se aislan, se transfieren a una

membrana que produce una banda para cada proteina. La membrana luego se incuba

con marcadores de anticuerpos especificos para la proteina de interés y se revela

(Mahmood y Yang, 2012). El Western Blot se considera la técnica de oro para la

identificacién de proteinas y sirve para confirmar los resultados obtenidos en la técnica

de ELISA. La metodologia para llevar a cabo esta técnica incluye los siguientes pasos:

Lisis celular para extraccion de proteinas

a)

b)

9

d)

e)

Lavar las células en la caja de cultivo con PBS y agitarlas suavemente. Desechar
el PBS.

Agregar 500 pL de PBS y retirar las células mecdnicamente con un scraper o
raspador celular, pasindolo por toda la superficie de la caja. Transferir el contenido
en tubos de microcentrifuga.

Centrifugar a 1500 RPM durante 5 minutos y desechar el sobrenadante.
Agregar 180 pL de buffer de lisis de células, con 20 pL de inhibidor de proteasas
recién preparado.

Incubar durante 30 minutos en hielo y luego aclarar el lisado centrifugando
durante 10 minutos a 12 000 RPM, a 4 °C.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y resguardar en hielo (si se utilizard al
instante) o congelar a -70 °C.

Medir la concentracién de proteina utilizando un espectrofotémetro.
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Preparacion de la muestra

1. Colocar 50 pg de proteina de cada ensayo.
2. Agregar 5 pL de buffer de muestra a la proteina y mezclar bien.
3. Calentar las muestras durante 5 minutos a 100 °C.

Preparacion del gel de electroforesis

Para llevar a cabo la electroforesis en western blot es necesario preparar un gel de
poliacrilamida con dos secciones, una parte que corresponde al gel de corrimiento y
otra al gel de carga. Para prepararlas se sugieren las cantidades de reactivos presentes

en las tablas 6y 7.

Tabla 6. Reactivos para preparacién del gel de corrimiento de poliacrilamida

%Acrilamida 6 8 10 12 15
H,0 5.3 ml 4.6 ml 4 ml 3.3 ml 2.3 ml
Mezcla de acrilamida* 2 ml 2.7 ml 3.3 ml 4 ml 5 ml
1.5 M Tiis (pH: 8.8) 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
10% SDS 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
10% APS 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
TEMED 0.008 ml 0.006 ml 0.004 ml 0.004 ml 0.002 ml
Vol. Final 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml*

La mezcla de acrilamida es un stock al 30% de acrilamida-bisacrialmida.

Elaboracién propia.

Tabla 7. Reactivos para preparacién del gel de carga de poliacrilamida

Reactivo Volumen
H,O 2.1 ml
Mezcla de acrilamida* 0.5 ml
1.5 M Tris (pH: 8.8) 0.38 ml
10% SDS 0.03 ml
10% APS 0.3 ml
TEMED 0.003 ml
Vol. Final 3 ml

*La mezcla de acrilamida es un stock al 30% de acrilamida-bisacrialmida.

Elaboracién propia.
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a) Después de preparar la disolucién del gel de corrimiento (el porcentaje de
acrilamida depende del tamafio de las proteinas a separar), se coloca la cdmara
para la solidificacién del gel.

Nota: E1 10% de APS y el TEMED son los agentes que solidifican la solucién; por
lo tanto, ambos geles se pueden preparar al mismo tiempo, si los reactivos
mencionados anteriormente no se agregan hasta el final.

b) Agregar la solucién de gel de corrimiento hasta que el nivel sea igual a la barra que
sostiene las placas de vidrio. Agregar 1 ml de H,O a la parte superior. Espere entre
15 y 30 minutos hasta que el gel se solidifique. Retirar el agua de la parte superior.

¢) Cubrir el gel de corrimiento con el gel de carga.

d) Insertar el peine, asegurdndose de que no haya burbujas de aire.

e) Esperar hasta que el gel se solidifique.

Electroforesis

a) Llenar la cdmara con el buffer de electroforesis.

b) Colocar el gel dentro del electroforador y conectarlo a una fuente de alimentacién.

c) Asegtirese de que el buffer cubra completamente el gel, que no se derrame y retirar
el peine cuidadosamente.

d) Cargar el marcador de peso molecular (6 pL) seguido de las muestras (15 pL) en
cada pozo.

e) Correr el gel con bajo voltaje (60 V) para la separacidn de las proteinas en el gel
de carga y utilizar un voltaje mds alto (140 V) para el gel de corrimiento.

£) Dejar correr el gel aproximadamente una hora, o hasta que el frente del buffer de
carga salga por la parte inferior del gel.

Transferencia

a) Cortar hojas de papel filtro a la medida del gel y una membrana de nitrocelulosa
con las mismas dimensiones.

b) Humedecer una ldmina de esponja y el papel filtro en buffer de transferencia, y

humedecer la membrana de nitrocelulosa en metanol.
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)
d)

e)

£)

Separar las placas de vidrio y recuperar el gel de poliacrilamida.
Hacer un sdndwich de transferencia de la siguiente manera:
Esponja, papel filtro, gel, membrana de nitrocelulosa, papel filtro, esponja

Nota: Siempre se debe asegurar de que no hayan burbujas de aire entre el gel y la

membrana de nitrocelulosa.

Colocar el séndwich en el aparato de transferencia en hielo para mantener a 4 °C.
Agregar el buffer de transferencia al aparato y asegurarse de que el séndwich esté
cubierto con el buffer. Coloque los electrodos en la parte superior de la cdmara,
asegurdndose de que la membrana de nitrocelulosa esté entre el gel y el electro-
do positivo.

Llevar a cabo la transferencia por 90 minutos aproximadamente.

Bloqueo e incubacion de anticuerpos
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a)
b)

o

d)

e)

Bloquear la membrana con leche descremada al 5% en TBST (Solucién salina
tamponada con Tris y Tween-20) durante 1 hora.

Agregue el anticuerpo primario en albimina de suero bovino (BSA) al 5% e
incube durante la noche a 4 °C en un agitador.

Lavar la membrana con TBST durante 5 minutos. Haga esto 3 veces. (Consejo:
todos los pasos de lavado e incubacién de anticuerpos se realizan en un agitador a
temperatura ambiente para garantizar una agitacién uniforme).

Agregue el anticuerpo secundario en leche descremada al 5% en TBST (solucién
salina tamponada con Tris y Tween-20) e incubar durante 1 hora.

Lavar la membrana con TBST durante 5 minutos por triplicado.

Agregar la dilucién del anticuerpo primario (siguiendo las indicaciones del
fabricante). Incubar la membrana una hora, realizar los lavados correspondientes.
Agregar la dilucién del anticuerpo secundario (siguiendo las indicaciones del
fabricante) e incubar la membrana una hora, realizar los lavados correspondientes.
Visualizar el resultado en un cuarto oscuro, mediante una reaccién de

quimioluminiscencia (generalmente se utiliza luminol).



Bioseguridad

Algunos de los componentes utilizados en las técnicas descritas anteriormente como
la electroforesis de geles de agarosa y de poliacrilamida son tdxicos y es necesario
tomar precauciones especiales en su manejo.

En el caso de los geles de agarosa se utiliza el bromuro de etidio, que acttia
como agente intercalante en el DNA y permite su visualizacién mediante el uso de
luz UV. El bromuro de etidio es un agente mutagénico de efecto acumulativo, es
nocivo por ingestién, téxico por inhalacién e irritante para los ojos, la piel y las vias
respiratorias. Las disoluciones de tefiido de bromuro de etidio deben ser manejadas
siempre con guantes y pueden descontaminarse de la siguiente forma: agregar agua
hasta que su concentracién esté por debajo de 0.5 pg/ml, a esta solucién afadirle
0.2 voldmenes de dcido hipofosforoso, al 5% recién preparado y 0.2 volimenes
de solucién fresca de nitrito de sodio 0.5 M; mezclar con cuidado y checar que el
pH sea inferior a 3, dejar incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 24 h
y agregar un volumen de bicarbonato de sodio 1 M. En este momento la solucién
puede desecharse (Hierro, 2014).

En el caso de los geles de acrilamida es imperante tener especial cuidado ya que
la acrilamida en polvo y en disolucién es téxica, y tiene la capacidad de penetrar a
través de la piel. Se recomienda evitar la inhalacién del compuesto en estado sélido
(manipularla en campana de extraccién), y se deben manejar las disoluciones siempre
con guantes. Una vez polimerizada los geles ya no resultan téxicos, sin embargo aun
es necesario colocar guantes para su manipulacién (Hierro, 2014).

Adicionalmente el uso de luz ultravioleta para el revelado de las bandas de
electroforesis también conlleva proteccién especial, ya que los ojos y la piel necesitan
protegerse adecuadamente mediante el uso de pantallas que filtren las longitudes de
onda correspondientes a luz UV (Hierro, 2014).

Con los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos como los obtenidos partir de los
cultivos celulares, donde se incluyen las cajas de cultivo, tubos, pipetas desechables,
etc., tendrdn que ser inactivados con una disolucién al 10% de hipoclorito de sodio y
posteriormente desechados en bolsas de polietileno de color rojo traslicido de calibre
minimo 200 debidamente marcadas con el simbolo universal de riesgo biolégico y
la leyenda “residuos peligrosos biolégico-infecciosos” tal y como lo marca la Norma
Oficial Mexicana Proteccién ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos
biolégico-infecciosos-Clasificacién y especificaciones de manejo (NOM-087-ECOL).
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CONCLUSION

La investigacién actual sobre los factores que intervienen en el desarrollo de patologias
como el cdncer mama, se basa en la identificacién especifica de genes y proteinas
asociados con factores de riesgo, factores que favorecen un peor prondstico y desarrollo
de la enfermedad e incluso que afectan la efectividad del tratamiento.

Para llevar a cabo la identificacién de dichos genes y protefnas en necesario realizar
ensayos de expresién génica, que permitan evaluar el efecto de ciertas sustancias sobre
la expresién de un gen tanto a nivel de dcidos nucleicos (DNA y RNA), como a nivel
de proteinas.

Dentro de las técnicas mds ampliamente utilizadas para este fin se encuentran: el
cultivo celular, RT-PCR, qPCR, ELISA y Western Blot; sin embargo, estas técnicas se
pueden ampliar utilizando algunas complementarias que permitan tener una visién mds
amplia e integral del proceso de expresién génica. Algunas de estas técnicas adicionales

son la secuenciacién, transfeccién, andlisis de fosforilacién de proteinas.

REFERENCIAS

ATCC HTB26., n.d. MDAMB231.

ATCC CRL2336, 1997. HCC 1937, 1-2.

Biosystems, A., 2002. TagMan, Universal pCRr.

Comsa, S.; Cimpean, A. M. y Raica, M., 2015. The Story of MCF-7 Breast Cancer Cell
Line: 40 years of Experience in Research. Anticancer Research [en linea], 35, 3147-3154.
Disponible en: https://doi.org/10.1038/430021a

ECACC., 2017. Cell line profile. European Collection of Cell Cultures [en linea], 2780
(93112519), 87092802. Disponible en: https://www.phe-culturecollections.org.uk/pro-
ducts/celllines/generalcell/detail.jsp?refld=85120602ycollection=ecacc_gc

Eisenberg, E. y Levanon, E. Y., 2013. Human housekeeping genes, revisited. Trends in Genetics
[en linea], 29 (10), 569-574. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.tig.2013.05.010

Espié, M.; Hamy, A. S.; Eskenazy, S.; Cuvier, C. y Giacchetti, S., 2013. Epidemiologia del
cdncer de mama. EMC-Ginecologia-Obstetricia [en linea], 49 (1), 1-19. Disponible en:
heeps://doi.org/10.1016/51283-081X(13)64078-3

84



Gan, S. D. y Patel, K. R., 2013. Enzyme immunoassay and enzyme-linked immunosorbent
assay. Journal of Investigative Dermatology [en linea], 133 (9), 1-3. Disponible en: hteps://
doi.org/10.1038/jid.2013.287

Hierro, E, 2014. Electroforesis de DNA. Herramientas Moleculares Aplicadas En Ecologia:
Aspectos Tedricos y Prdcticos, 27-52.

Holliday, D. L. y Speirs, V., 2011. Choosing the right cell line for breast cancer research.
Holliday and Speirs Breast Cancer Research [en linea], 13. Disponible en: https://doi.
org/10.1186/bcr2889

Santillén Benitez, J. G.; Quiroz Ordéfiez, A.; Mendieta Zerén, H. y Gémez Olivdn. L. M.,
2015. Expresién génica y receptores hormonales en cdncer mamario. El camino hacia la
busqueda de terapias preventivas. Revista de Medicina e Investigacidn, 3 (1), 8-16.

Jardé¢, T.; Caldefie Chézet, E; Goncalves Mendes, N.; Mishellany, E; Buechler, C.; Penault
Llorca, E y Vasson, M. P, 2009. Involvement of adiponectin and leptin in breast cancer:
Clinical and in vitro studies. Endocrine-Related Cancer [en lineal, 16 (4), 1197-1210.
Disponible en: hteps://doi.org/10.1677/ERC-09-0043

Lodish, H.; Berka, A.; Matsudaira, P; Kaiser, C. y Krieger, M. S. M., 2005. Biologfa Celular
y Molecular-Lodish. In Biologia celular y Molecular [en linea]. Disponible en: heeps://doi.
org/558

Mahmood, T. y Yang, P. C., 2012. Western Blot: Technique, theory, and trouble shooting.
North American Journal of Medical Sciences [en linea], 4 (9), 429-434. Disponible en:
https://doi.org/10.4103/1947-2714.100998

Martinez Carpio, P. A. y Navarro Moreno, M. A., 2003. El cultivo celular en la investigacién
bdsica del cdncer de mama. Revista de Oncologia, 5 (4), 184-191.

Neve, R. M.; Chin, K.; Fridlyand, ].; Yeh, J.; Frederick, L.; Fevr, T.; ... Berkeley, L., 2009. A
collection of breast cancer cell lines for the study of functionally. Cancer Cell [en linea],
10 (6), 515-527. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.ccr.2006.10.008.A

Norma Oficial Mexicana Proteccién ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos-clasificacién y especificaciones de manejo, 2002. (NOM-087-
ECOL-SSA-2002).

Osborne, C. K;; I, K. H,; Trent, J. J. M. y Hobbs, K., 1987. Biological differences among
MCEF-7 human breast cancer cell lines from different laboratories. Breast Cancer Rese-
arch and Treatment [en linea], 9 (2), 111-121. Disponible en: https://doi.org/10.1007/
BF01807363

85



Pfaffl, M. W, 2004. Relative quantification. Real-Time PCR [en linea], 63-82. Disponible en:
hteps://doi.org/10.1186/1756-6614-3-5

Tamay de Dios, L.; Ibarra, C. y Velasquillo, C., 2013. Fundamentos de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y de la PCR en tiempo real. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica [en linea], 2 (5), 70-78. Disponible en: https://doi.org/10.1157/13059826

Tomlinson, G. E.; Chen, T. T. L.; Stastny, V. A;; Virmani, A. K.; Spillman, M. A.; Tonk,
V.; ... Gazdar, A. E, 1998. Characterization of a Breast Cancer Cell Line Derived from
a Germ-Line BRCA1 Mutation Carrier. Cancer Res. [en linea], 58 (15), 3237-3242.
Disponible en: http://cancerres.aacrjournals.org/content/58/15/3237.abstrac?ijkey=a2e
de4e9235dc77b313676c8bd0dab1e5535bal 6ykeytype2=tf_ipsecsha

86



POLIMORFISMO DEL CYP1A1 ILE462VAL Y SU RELACION
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En la actualidad la exposicién a diversos contaminantes se considera un factor
importante en el desarrollo de diversas enfermedades, entre ellas cdncer; por esta razén
resulta importante encontrar la relacién a nivel de genética individual y proporcionar
un panorama general de la influencia de factores ambientales y genéticos, con respecto
a la problemdtica actual de incidencia de cdncer en diversas poblaciones.

La presente revisién tiene como objetivo identificar a través de diversos estudios
reportados hasta este afio 2018 la participacién del polimorfismo Ile462Val del
CYP1A1 en el desarrollo de cdncer. El CYP1A1 es un gen que se encuentra invo-
lucrado en el metabolismo de un gran ndmero de sustancias consideradas como
contaminan-tes las cuales estdn presentes en el medio ambiente y todos los organismos
estdn expuestos diariamente. La busqueda bibliogrifica fue realizada analizando
articulos publicados en espanol e inglés, a través de Pubmed, Science Direct, Elsevier,
Redalyc y revistas médicas especializadas, desde 2008 hasta el primer trimestre del
2018, se consideraron unicamente los estudios que relacionaran el polimorfismo
mencionado con cdncer, sin limitar el tipo de poblacién. Los resultados muestran
que a pesar de existir investigaciones contradictorias en general se observa una
asociacién del polimorfismo con diferentes tipos de cdncer, diversas enfermedades,
es ligeramente mayor en poblaciones caucdsicas, y que existen factores como el
tabaquismo y la regulacién hormonal que también se encuentran involucrados,

aunque su participacién no ha sido definida significativamente. La presencia de
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este polimorfismo puede incrementar el riesgo de padecer algunos tipos de cdncer,
lo que apoya la hipétesis de que los contaminantes pueden tener influencia en el
desarrollo de multiples padecimientos en contraste con individuos que no presentan
el polimorfismo.

INTRODUCCION

A través de los anos el uso de la tecnologfa ha permitido tener grandes avances en
materia de salud, también se han desencadenado diversos factores que favorecen el
desarrollo de enfermedades, algunas de ellas con altos indices de mortalidad a nivel
mundial, como es el caso del cdncer. Si bien existen diversos tratamientos atin hay
mucha informacién que falta por esclarecer para entender la etiologfa del padecimiento
(Torre et al., 2015).

Actualmente se tiene acceso a una cantidad considerablemente significativa de
investigaciones, mismas que se han realizado en distintas partes del mundo, esto
permite conocer el panorama general de la salud poblacional. Tales han permitido
identificar graves problemas de salud que pueden estar relacionados con la presencia
de contaminantes emergentes (Gil, Soto, Usma y Gutiérrez, 2012).

Los contaminantes emergentes, también llamados microcontaminantes, son
compuestos quimicos producto de las actividades cotidianas humanas como efluentes
industriales, hospitalarios, domésticos e incluso por actividades agricolas y ganaderas;
que hasta hace muy poco no se habian considerado como perjudiciales, es por esta
razén que tienen poca o nula regulacién. Generalmente se liberan al ambiente en
pequenas cantidades pero con el tiempo y debido a su uso intensivo y generalizado,
se van acumulando en el entorno. Lo preocupante es que adn a bajas concentraciones
pueden tener efectos negativos en los seres vivos, sobre todo a largo plazo. Los
contaminantes emergentes se acumulan en cuerpos de agua ocasionando la pérdida
de biodiversidad de ecosistemas acudticos. Asimismo, han generado la aparicién de
microorganismos patdgenos resistentes a antibidticos. Muchas de estas sustancias,
debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, son metabolizadas por complejos enzi-
mdticos, tales como el citocromo P450 (Alan et al., 2008; Becerril Bravo, 2009;
Calderén Preciado, Matamoros y Bayona, 2011; Lépez y Alda, 2001; Pennington
et al., 2018; Sophia A. y Lima, 2018; Undiano, 2017).
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s por ello que se revisardn algunos conceptos bdsicos de uno de los principales
E 11 1 tos b d del 1
grupos enzimdticos involucrados en el metabolismo de diversas sustancias, asi como
alteraciones en su expresién y actividad en algunos tipos de cdncer.

Citocromo P450 (CYP450)

Cotidianamente los organismos estdn expuestos a un gran ndmero de sustancias,
llamadas xenobidticos; estimaciones elevan a varios miles el ndmero de moléculas
nuevas introducidas cada afio y agrandan la larga lista de xenobiéticos, entre ellos los
firmacos, a los cuales la mayorfa de los seres vivos se enfrentan (Coutifio Rodriguez
y Purata, 2010), mismos que penetran por la piel, sangre, pulmones, etc., y pueden
ocasionar trastornos inmediatos o a largo plazo, lo que se reduce o evita gracias a que
poseemos sistemas enzimdticos que llevan a cabo su biotransformacién (B. y T., 2004).
La biotransformacién de xenobidticos se realiza bdsicamente en dos fases:

a) Fase I catalizada principalmente por el sistema de monooxigenasas dependiente
del citocromo P450.

b) Fase11: participan una serie de transferasas que catalizan reacciones de conjugacion
de los xenobidticos con diversas moléculas de naturaleza endégena como 4cido
glucorénico, sulfatos, acetato, glutatién o algunos aminodcidos (Coutifio
Rodriguez, Purata, 2010).

Debido a que la mayoria de estos xenobidticos son de naturaleza liposoluble, es decir,
poseen baja solubilidad en agua, les impide ser eliminados por los fluidos corporales,
orina, bilis, sudor y ldgrimas; por ello la finalidad de los sistemas metabolizantes
es transformarlos a compuestos mds polares aumentando su solubilidad en agua y
facilitando su excrecién. Ademds de participar en el metabolismo de sustratos de
naturaleza exégena como farmacos, pesticidas, procarcindgenos, anestésicos y solven-
tes orgdnicos, entre muchos otros; la familia CYP450 interfiere en el metabolismo
de sustratos endégenos de importancia biolégica como colesterol, dcidos biliares,
vitaminas liposolubles, hormonas esteroidales y dcidos grasos (B. y T., 2004; Coutifio
Rodriguez y Purata, 2010; Martinez Jiménez, Castell, Gémez Lechdn y Jover, 2006;
Nebert y Dalton, 2006; Santiago et al., 2002).
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Los sustratos son reconocidos por la célula como sefales exdgenas mediante
diversos mecanismos de recepcién y entrardn en ella por difusién pasiva o mediante
transportadores activos. Los metabolitos que se generan y las propias moléculas no
metabolizadas podrdn actuar sobre su diana y ser eficaces o resultar tdxicos para la
célula por uniones covalentes a proteinas y dcidos nucleicos o por una perturbacién
en el ciclo celular provocado por estrés oxidativo. El que una droga, carcindgeno
o agente terapéutico resulte inocuo para la célula impidiendo su efecto va a depen-
der de la cantidad de sustratos intermedios formados, de la estabilidad quimica de éstos
y de la presencia cercana de enzimas de fase 11. Si dichas enzimas pueden actuar, se
formardn conjugados que serdn excretados de la célula. Ademds, estas sustancias van
a poder actuar como agonistas o antagonistas para inducir o reprimir los genes que
codifican para las enzimas de fase 1 y fase 11, regulando asi su propio metabolismo
(Santiago et al., 2002).

Algunas enzimas del citocromo P450 parecen ser parte de una respuesta adaptativa
para desafios quimicos y exposicién a compuestos extrafios (Freeman, Stirling, Russell
y Wolf, 1992). Diversas especies de enzimas CYP450 se caracterizan por ser ficilmente
inducibles inclusive por las mismas sustancias que pueden biotransformar, lo que
tiene consecuencias clinicas. Ademds, su expresién y actividad son influenciadas por
factores como la edad, sexo, dieta, especie, tejido y estado hormonal, a diferencia
de las enzimas cldsicas, las cuales presentan especificidad superpuesta para algunos
sustratos (Santiago et al., 2002).

Al ser hemoproteinas poseen una parte proteica (apoproteina) y un grupo hemo
(grupo prostético), donde se localiza un dtomo de hierro. El CYP450 funciona como
una monooxigenasa, es decir, cataliza reacciones en las que solamente se incorpora
uno de los dtomos del oxigeno y el otro se reduce a H O. Ademds, precisa de un
sustrato y un cosustrato para actuar como reductores de los dos 4tomos de la molécula
de O,. El sustrato acepta uno de los oxigenos y un cosustrato proporciona dtomos de
hidrégeno para reducir el otro oxigeno a H,O, (Santiago et al., 2002).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) como el ion super oxido, peréxidos,
hidroperéxidos han sido implicadas en muchas de las principales condiciones: lesién por
isquemia-reperfusién, enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, carcinogénesis,
diabetes, trastornos neurodegenerativos como Parkinson y Alzheimer, toxicidad por
metales pesados como el hierro, lesién por asbesto, lesién por radiacién, deficiencia

de vitaminas, toxicidad por medicamentos, inflamacién, enfisema, toxicidad aguda
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asociada con la ingesta crénica de etanol, asi como procesos de envejecimiento. Las
ERO se pueden producir a partir de muchos sistemas, incluidos el sistema respiratorio
mitocondprial, el citocromo P450, enzimas oxidativas como xantina oxidasa, aldehido
oxidasa, ciclooxigenasa, monoaminooxidasa, y la NADPH oxidasa, de la oxidacién
de proteinas hemo como ferrohemoglobina o mioglobina o de bioquimicos como
catecolaminas, quinonas o tetrahidrobiopterinas. Las fuentes ambientales incluyen
radiacién UV, humo y ciertos medicamentos que se metabolizan a radicales
intermediarios o que pueden causar ciclos redox. Su toxicidad se debe principalmente
a que pueden reaccionar con la mayoria de las macromoléculas celulares y enzimas
inactivantes, causando dafio en el DNA y peroxidacién de lipidos, provocando la
destruccién de membranas (Cederbaum, 20006).

El sistema de monooxigenasas del CYP450 estd presente pricticamente en
todos los organismos eucariontes, en la mayorfa de las eubacterias y en algunas
arqueobacterias. Esta gran diversidad s6lo puede ser entendida desde una perspectiva
evolutiva. Debido a que el CYP450 estd presente en algunas especies de bacterias
termofilas, se estima que esta superfamilia de enzimas se originé hace 3500 millones de
afos (B. y T., 2004; Elizondo, 2004; Freeman et al., 1992; Santiago et al., 2002). En
los mamiferos, el CYP450 se encuentra presente en la mitocondria y en diversos tipos
de membranas celulares, es particularmente abundante en el reticulo endopldsmico
liso (microsomas). Ademds, se encuentra presente en diferentes tejidos como el rifidn,
pulmén, piel, intestino, corteza adrenal, testiculos, placenta, cerebro y otros, pero es
particularmente activo en el higado (B. y T., 2004; Santiago et al., 2002).

Mis de 160 formas han sido caracterizadas utilizando una nomenclatura basada
en su homologia estructural, deducida a partir de sus correspondientes cDNAs. La
nomenclatura se realiza de la siguiente manera: las familias de estas enzimas son
designadas por las letras CYP, los citocromos comparten un 40% de homologia o
superior, cada familia recibe un nimero del 1 al 10, es decir, CYP1, CYP2, CYP3,
etc. En la actualidad hay unas 270 familias clasificadas entre todos los seres vivos, de
las cuales 18 de ellas estdn presentes en humanos (B. y T., 2004; Cederbaum, 2006;
Coutino Rodriguez y Purata, 2010; Teresa, Gualix y Bioquimica, 2004).

Dentro de cada familia hay subfamilias y para ser miembro de una de ellas hay
que compartir el 50% de homologia de secuencia o superior. Cada miembro de una
subfamilia se indica por una letra después del ndmero de familia. CYP1A, CYP2B,
etc. (B. y T., 2004; Cederbaum, 2006; Coutifio Rodriguez y Purata, 2010; Teresa,
Gualix y Bioquimica, 2004).
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Para el caso de polipéptidos o isoformas, dentro de cada subfamilia se puede tener
otro citocromo que tenga mds del 55% de homologia, el cual se indica después de
la letra con un ndmero, como sigue, CYP2C8, CYP2C9. Estos ntimeros indican la
abundancia de miembros dentro de una subfamilia. Cada uno de los polipéptidos
que codifican los citocromos, procede de un transcrito primario del gen que puede,
en algunos casos, ser procesado de modo alternativo, produciendo diferentes RNAm
y por consiguiente diferentes proteinas, las cuales pueden tener diferentes capacida-
des de reconocimiento y catdlisis de los sustratos oxidables (B. y T., 2004; Cederbaum,
20006; Coutifio Rodriguez y Purata, 2010; Teresa, Gualix y Bioquimica, 2004).

Debido a su participacién en la desactivacién o activacién de numerosos xenobié-
ticos como lo son contaminantes ambientales, medicamentos o aditivos presentes en
los alimentos, el estudio de los CYP450 tiene un interés particular para la toxicologfa

y la farmacologfa (Elizondo, 2004).

Familia CYP1A

La subfamilia CYP1 contiene las isoformas 1A1, 1B1 y 1A2, que estdn implicadaos
en la hidroxilacién de una gran cantidad de procarcinégenos, como los hidrocarburos
aromdticos policiclicos (PAH) benzo [a] pireno [BaP], éxidos, aminas y estrégenos a
productos quimicos citotdxicos, mutagénicos y cancerigenos. Esta familia se induce
por el humo de tabaco, cRNAe carbonizada, dioxinas, rifampicina y el omeprazol
(Coutino Rodriguez y Purata, 2010; Horley et al., 2017; Santiago et al., 2002).

CYP1Al

El CYP1A1 es una enzima clave de CYP1 familia relacionada con el metabolismo
de muchos sustratos enddgenos y procarcindgenos ambientales, puede contribuir
a la formacién de metabolitos intermedios altamente reactivos, y estos metabolitos
pueden formar aductos de DNA, que, si se obstruyen, iniciarfa o promoveria la
oncogénesis. Como tal, CYP1A1 juega un papel critico en el metabolismo de ambos

sustratos enddgenos y exdgenos (Badal y Delgoda, 2014).
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El gen CYP1AL1 se localiza en el cromosoma 15q22-q24, estd conformado por
7 exones y 6 intrones que comprenden 5,8 kb (Paz y Mino, 2010), constituye la
mayor fraccién del CYP450 extrahepdtico, codifica para una enzima con actividad
aril hidrocarburo hidroxilasa (AHH), es inducible por ligandos de los receptores
para aril hidrocarburo (AHR), se encuentra en casi todos los tejidos, principalmente
en el higado, pulmones, glindulas mamarias y placenta. Activa a las nitrosaminas,
aflatoxinas y principalmente, aril aminas, generando compuestos que se unen al
DNA (Coutifio Rodriguez y Purata, 2010; Santiago et al., 2002).

Todos los dias, los organismos estdn expuestos a compuestos que son sustratos de
CYP1Al, a través de la contaminacién ambiental, los alimentos y particularmente, el
humo del cigarrillo. Ademds de su importancia en el metabolismo de los xenobidticos,
CYP1A1, también estd involucrado en el metabolismo endégeno compuestos, como
dcido araquidénico, 4cido eicosapentaenoico, 17f-estradiol y melatonina. El 4cido
araquidénico y el 4cido eicosapentaenoico se biotransforman por esta enzima a
productos tales como 14, 15-epoxieicosatrienoico dcido y dcido 17, 18-epoxieicosa-
tetraenoico, que influyen en la presién cardiovascular. Este atributo destacé la
importancia de la asociacién entre enfermedades del corazén y polimorfismos del
CYP1A1. El tratamiento con el inhibidor de CYP1A, a-naftoflavona, muestra
que la actividad de CYP1A1 es importante para el adecuado desarrollo del sistema
cardiovascular del embrién. Varios compuestos naturales y sintéticos han sido
reportados como potentes inhibidores de las enzimas CYP1, como el resveratrol,
quercetina y dcido rosmarinico (Paz y Mifo, 2010; Santes Palacios et al., 2016;
Williams et al., 2017)

Existen antecedentes que indican que la actividad y expresién de las enzimas
que participan en la biotransformacién de xenobidticos estdn alteradas en distintas
patologias, ya sea producto de la enfermedad, o de su tratamiento. Aunque también
se pueden presentar alteraciones en su actividad dadas por modificaciones genéticas
del individuo lo cual implica cambios en la biotransformacién de los xenobiéticos (B.
y T., 2004; Nebert y Dalton, 2006; Santiago et al., 2002).

La importancia de esta proteina en la carcinogénesis quimica inducida por PAH
ha sido demostrado en ratones nulos para CYP1 (CYP1A1 y CYP1A2), en el que
la falta de ésta muestra menos formacién de aductos PAH-DNA, disminucién del
peso del higado, los rifiones y el corazdn, asi como la presién arterial y frecuencia

cardfaca mds baja en comparacién con los ratones de tipo silvestre, lo que demuestra
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la importancia de CYP1A1 en el sistema cardiovascular. Ademds, la exposicién de
roedores a los inhibidores CYP1Al disminuyé el nimero de tumores inducidos
por PAH. Los estudios epidemiolégicos se centraron en la relacién entre exposicién
de PAH, nivel de aductos de PAH-DNA e incidencia de cdncer, en los humanos se
demuestra un mayor riesgo en el adenocarcinoma de colén, cdncer de mama y cdncer
de pulmén en aquellos individuos con niveles mds altos de aductos. Estos datos
sugieren que el desequilibrio entre la desintoxicacién, bioactivacién de carcinégenos,
catdlisis enzimdtica, regulacién de la expresion génica de CYP1A1 y el medio ambiente
son factores cruciales en el proceso de carcinogénesis (Santes Palacios et al., 2016).
Estudios mds especificos indican como en el caso del pollo que la exposicién a
los inductores de CYP1A1 causa aumento en el tamafio y peso del corazén; mientras
que en los peces provoca edema en el pericardio, asi como modificaciones en la forma
normal del érgano. En la edad adulta, la expresién del CYP1A1 en humano es bajay se
encuentra particularmente en los tejidos del sistema respiratorio tales como la triquea
y los pulmones, pero después de la induccién, también se detecta en otros 6rganos
como el higado, la gléndula suprarrenal, la vejiga, el corazén, rifién, ovario, placenta,
prostata, testiculos, tiroides, glindula salival y bazo (Santes Palacios et al., 2016).

Polimorfismos del CYP1A1

Los citocromos pueden ser derivados de algunas variantes alélicas, en los que
generalmente una tnica base o un reducido nimero de bases del DNA para un gen
con localizacién precisa en el genoma estd cambiado, y, por consiguiente, la secuencia
de aminodcidos (Teresa et al., 2004).

Polimorfismos genéticos, incluido el polimorfismo de nucledtido tnico (snp),
que afectan al metabolismo de xenobiéticos pueden modular la susceptibilidad del
individuo por exposicién a contaminantes ambientales y el riesgo de desarrollar
cdncer (Ghisari, Long y Bonefeld Jorgensen, 2013). Se han identificado varios
polimorfismos de un solo nucleétido en el gen CYP1A1, todos ellos localizados en
el cromosoma 15q22. Estas variantes alélicas se indican con asterisco después del
nimero y otro ndmero posterior para identificar la variante, CYP2C9*1, esta es la
manera la mds comin, aunque también pueden nombrarse con una letra, como en el
caso del CYP2DG6; el cambio de un aminodcido y el codén involucrado, Ile462Val,
entre otros (Bartsch et al., 2000; Teresa et al., 2004).
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Del CYP1AL1 existen al menos 15 alelos sNp que han sido validados. Algunos de
los polimorfismos mds estudiados son, el polimorfismo Mspl (2A, m1, T3801C o
1s4646903), que estd ubicado en la regién no codificadora de 3” del gen CYP1A1
y el polimorfismo Ile462Val (2C, m2 o rs1048943), el cual atafie la sustitucién de
una base de adenina a una de guanina en la regién de unién al hemo del exén 7,
dando como resultado la sustitucién de un aminodcido de isoleucina por uno de
valina en el codén 462 (Ile462Val). El alelo valina se correlaciona con aumento
de la actividad enzimdtica, lo que sugiere una mayor susceptibilidad carcinogénica y
en consecuencia, mayor riesgo de desarrollar cdncer (Aris, Shamsuddin y Praveena,
2014; Castaino Molina, Arango y Camargo, 2009; Fan, Huang, Xiao, Li y Ma, 2016;
Manche, Jangala, Putta, Koralla y Akka, 2016; Paz y Mino, 2010; Teresa et al., 2004).

Especificamente, la variacién I1le462Val en el gen CYP1AL1 ha sido relacionada
con diferentes tipos de patologias, puesto que el cambio de aminodcido genera
un cambio en la actividad catalitica de la enzima, asi como un incremento en los
niveles de RNA mensajero y se ha relacionado con diferentes tipos de cdncer, como
el de pulmén, de ovario y de mama, aunque para estos tltimos existen resultados
ambiguos con relacién a la asociacién con este tipo de cdncer (Paz y Mifo, 2010).
Los experimentos con animales han revelado un papel protector de induccién
de CYP1AL en la toxicidad de PAH, como en ratones nulos para CYP1A1 (Ghisari
etal., 2013).

El sxe CYPIAL Ile462Val estd significativamente asociado con inducibilidad
y mayor actividad de la enzima AHH (aril hidrocarburo hidroxilasa) que podria
causar mayores tasas de activacién de carcinégenos. Por lo tanto, individuos con la
variante CYP1A1 gen (Val) pueden ser mds susceptibles a los carcinégenos y pueden
presentar mds riesgos a la salud (Ghisari et al., 2013).

Un compuesto prototipo de esta activacién de carcinégenos es el benzo a pireno,
compuesto metabolizado mediante la via de sehalizacién del receptor de hidrocarburos
arilo. Los efectos carcinogénicos pueden ser explicados por dos mecanismos: la via
genémicay la no genédmica. La primera consiste en la induccién de genes que codifican
enzimas que participan en la bioactivacién del benzo a pireno; por ejemplo, la enzima
CYP1AL1 produce dioles epéxidos del benzo a pireno que son capaces de reaccionar con
el DNA produciendo lesiones premutagénicas. El segundo mecanismo tiene que ver
con la participacién del AHR en la estimulacién, promocién y progresién de tumores
mediante la alteracién de las vias de sefializacion relacionadas con la proliferacién
celular y del sistema inmune (Repetto, 1995; Vizquez et al., 2016).
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Es importante sefialar que a pesar de tener una gran cantidad de estudios sobre
cdncer, no se ha logrado definir la participacién que tienen ciertos polimorfismos sobre
el desarrollo de la enfermedad, ya que, como podremos observar a continuacién, se

presentan contradicciones en cuanto a su intervencion.

Cdéncer

El cdncer es una de las principales patologias que afectan a la poblacién a nivel
mundial. Segiin la Organizacién Mundial de la Salud (oms), el 2008 se diagnosticaron
12.7 millones de nuevos casos y 7.6 millones de personas murieron de cdncer, lo que
representa un 13% de todas las defunciones a nivel mundial. En paises desarrollados,
la introduccién de estrategias de deteccién precoz y las mejoras en la terapia contra
el cdncer han permitido disminuir en algunos casos la incidencia de cdncer y ademds
mejorar la sobrevida de los pacientes afectados. El cdncer es considerado como un
desorden de células que se dividen anormalmente, lo que conduce a la formacién
de agregados que crecen dafiando tejidos vecinos e incluso pueden migrar e invadir
tejidos lejanos donde encuentran un nicho apropiado para continuar su crecimiento
originando metdstasis que en muchas ocasiones es la causa de muerte de los
individuos afectados (Vdzquez et al., 2016).

El estudio de las células cancerosas tanto a nivel celular, molecular, metabdlico
y genético ha permitido mejorar de manera significativa el manejo de los distintos
aspectos clinicos de esta enfermedad, proporcionando antecedentes que permitan
predecir la sensibilidad a distintos tipos de terapia. Esto se ha traducido en la
introduccién de biomarcadores tumorales (moléculas que se expresan en niveles
anormales en ciertos tipos de cdncer y pueden ser detectadas para diagnosticar o
analizar la evolucién de una enfermedad) y la identificacién de potenciales blancos

terapéuticos (Vdzquez et al., 2016).

Polimorfismo CYP1AL1 Ile462Val en diversos tipos de cdncer

Como se describe anteriormente a pesar de que el CYP1A1 puede presentar diferentes

polimorfismos, es de especial interés el lle462Val por su alta frecuencia en algunas
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poblaciones del mundo y a través de las investigaciones realizadas resulta ademds
interesante identificar la participacién que tiene en el desarrollo de cdncer.

Existen diversos estudios que relacionan el polimorfismo Ile462Val con diferentes
tipos de cdncer como son: cdncer de endometrio, de pulmdn, de eséfago, de laringe,
de cabeza y cuello, géstrico, de mamd y colorrectal principalmente, aunque también
se presentan estudios en los cuales se demuestra un mayor riesgo de desarrollar
carcinomas ovdricos y prostdticos en pacientes turcos (Berber et al., 2013; Ghisari
etal., 2013; J. Gil et al., 2014)

Los reportes actuales sugieren que los polimorfismos genéticos estdn relacionados
con la variacién individual en la susceptibilidad al cdncer. Dos polimorfismos han
sido ampliamente estudiados, el primero es una mutacién de T a C lo que causa la
creacién de un nuevo sitio de restriccién Mspl (Mspl, m1, T6235C, rs4646903), el
otro es un remplazo de isoleucina (Ile) por valina (Val), que es un sitio de unién a hemo
(Ile462Val, m2, A4889G, rs1048943). Se han realizado estudios epidemioldgicos
para investigar la asociacién entre los polimorfismos CYP1ALl y el riesgo de cdncer
en humanos, sin embargo, las limitaciones de estudios individuales contribuyeron
a conclusiones divergentes entre ellos, razén por la cual se deben ampliar estas
investigaciones y concentrar las ya realizadas para obtener informacién mds precisa.
Este caso se centrard en el polimorfismo Ile462Val (Wu, et al., 2013).

Es por esto que a continuacién se muestran algunos estudios que permiten
identificar si el polimorfismo mencionado puede actuar como factor de riesgo o
incluso como factor protector para diferentes tipos de cdncer. La tabla 1 contiene los

estudios utilizados para la presente revision.

Tabla 1. Participacién del polimorfismo Ile462Val en diversos tipos de cdncer

Enfermedad Autor principal Asociado  Pais 0 poblacién Datos relevantes adicionales
Ciéncer cervical Ding, 2018. St Caucdsica y asidtica  Asidticos no presentan
asociacién
Cincer cervical Wang, 2017. Si Caucidsica Metandlisis
Cincer cervical Fan, 2015. Si Caucdsica y asidtica  Metandlisis caucdsicos no

presentan asociacién

Cincer cervical Roszak, 2014. St Polonia Riesgo en mujeres con
antecedentes de tabaquismo y
paridad

Céncer de mama  Garcfa Martinez, 2017. No México

Continia...
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Enfermedad Autor principal Asociado  Pais 0 poblacién Datos relevantes adicionales
Céncer de mama  Verde, 2016. St Caucdsica Riesgo en mujeres fumadoras
Céncer de mama  Paz y Mifio, 2010. No Ecuador
Linfoma difuso de  Aldayel, 2008. St Arabia Saudita
células B grandes
Céncer colorrectal ~ Gil, 2016. Si Polonia
Céncer colorrectal ~ Zhu, 2016. St Caucdsica y asidtica  Metandlisis
Hepatocarcinoma ~ Abohashem, 2016. St Egipto Aumento en tamafio de

tumores
Leiomioma Salimi, 2016. No Irdn
uterino
Leiomioma Wang, 2015. Si Caucdsica y asidtica  Metandlisis
uterino
Céncer de Wang, 2012. No Caucdsica y China
endometrio
Céncer de vejiga ~ Berber, 2013. No Turqufa
Céncer renal Ahmad, 2013. St India
Céncer oral Balaj, 2012. No India

Elaboracién propia.

A continuacién se describen con mayor detalle cada uno de los estudios que involucran
los padecimientos mencionados.

Cdncer cervical

El cdncer de cuello uterino es la cuarta neoplasia maligna m4s frecuente en el mundo,
causando aproximadamente 266 000 muertes por afio en el mundo y en los tltimos
afos la incidencia ha aumentado gradualmente en pacientes jévenes. La infeccién por
el virus del papiloma humano (vPH) es un requisito previo para el cdncer de cuello
uterino, ademds de algunos otros cofactores como la susceptibilidad genética, la
sexualidad prematura, la paridad y el consumo de tabaco también pueden contribuir
a la patogénesis del cdncer de cuello uterino (Bo Ding et al, 2018).

Ding y colabores (2018) publicaron un metanilisis con los siguientes criterios de
inclusién: estudios de casos y controles de cdncer cérvico uterino con el polimorfismo
CYP1A1 Mspl o Ile462Val, casos patolégicamente confirmados de cdncer de cuello
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uterino y controles libres de cdncer, y estudios publicados con articulos de texto
completo. Para cada estudio, se recopilaron las siguientes caracteristicas: apellido
del primer autor, afio de publicacién, pais de origen, origen étnico, métodos de
genotipado y tipo histolégico tumoral. Los diferentes descensos étnicos se clasificaron
como caucdsicos y asidticos. El resultado final fueron 15 estudios de los cuales 8 se
relacionan con el polimorfismo Ile462Val, teniendo un total de 1466 casos y 1690
controles dando como resultado en la poblacién caucdsica, las personas con el alelo Val
podrian tener un mayor riesgo de cdncer de cuello uterino, mientras que en asidticos
no se encontrd una correlacién significativa.

Wang y sus colaboradores (2017) llevaron a cabo un metandlisis incorporando 11
estudios de casos y controles con 1.932 pacientes con cdncer cérvico uterino y 2.039
controles para el andlisis estadistico, de estos once, cuatro de ellos fueron en poblacién
caucdsica. Después de determinar los criterios de inclusién y exclusién se obtuvo
de los estudios analizados una correlacién del polimorfismo CYP1A1 Ile462Val con
la susceptibilidad al cdncer cérvico uterino, adicional a esto se identificé que
para la poblacién caucdsica el polimorfismo aumenta significativamente el riesgo
de cdncer, lo que podria conducir a considerar la identificacién del polimorfismo
como factor predictor para cdncer cérvico uterino.

Un equipo de trabajo y Fan (2016) realizaron un metandlisis en el cual se
tienen ocho estudios disponibles, incluyendo un total de 878 casos y controles de
1991. De estos ocho estudios cinco se realizaron en poblaciones asidticas y los tres
restantes en poblaciones caucdsicas, utilizando cuatro métodos de genotipo que
incluyen secuenciacién de DNA, TagMan, polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccién de reaccién de cadena de polimerasa (PCR-RFLP) y PCR de alelos
especificos (AS-PCR) encontrando una asociacién significativa entre el polimorfismo
Ile462 Val y la endometriosis. Se realizé ademds un andlisis de subgrupos de acuerdo
a la etnia, encontrando para la poblacién de origen asidtico dicha asociacién, la cual
no se presenta en la poblacién de origen caucdsico. Aunque se indica también que el
nimero de estudios realizados en caucdsicos es muy pequefio, lo que induce a realizar
mayor cantidad de estudios en estas poblaciones.

En 2014, Roszak menciona un estudio caso control en donde se incluyeron 456
mujeres con carcinoma cervical, determinado histolégicamente, en un periodo que
comprende entre abril de 2007 y diciembre de 2012, el grupo de control incluyé
285 mujeres sanas, tanto casos como controles fueron caucdsicos, se genotipificaron
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las muestras y se concluyé que el polimorfismo CYP1A1l Ile462Val puede ser
un factor de riesgo para el cdncer de cuello uterino en mujeres con antecedentes
positivos de tabaquismo y paridad. Se observé también que existe una asociacién del
polimorfismo y pacientes que indicaron el uso de anticonceptivos orales asi como
mujeres menopdusicas, y no se encontré relacién con el estadio del tumor, tipo y

grado histoldgico.

Cdncer de mama

A nivel mundial, el cdncer de mama es un importante problema de salud, ocupa el
primer lugar en incidencias por neoplasias y el segundo en mortalidad después del
cdncer de pulmén en mujeres en los Estados Unidos. En México es el cdncer femenino
mds comun con alrededor de 20 000 casos nuevos por afio. La edad en el diagnéstico
de cdncer de mama difiere significativamente entre los paises menos desarrollados,
estas diferencias entre paises también pueden ser el resultado de diferencias en la
exposicién a los factores de riesgo ambiental, reproductivo y genético de cdncer de
mama (Garcfa Martinez et al., 2017; Paz y Mifio, 2010).

Garcia Martinez y otros investigadores, en 2017, realizan un estudio caso control,
incluyendo 952 mujeres mexicanas con cdncer de mama y 998 controles de 2007 a
2011, genotipifican el gen CYP1A1 Ile462Val y que existe un riesgo aumentado por
nuliparidad, edad avanzada al primer embarazo completo, antecedentes familiares de
primer grado para tabaco y alcohol, pero a pesar de la evidencia bioldgica que relaciona
al CYP1AL1 con la formacién de metabolitos cancerigenos no encuentran asociacién
con riesgo de cdncer de mama, pero se evidencia el hecho de que el polimorfismo se
encuentra asociado en mujeres mexicanas, no asi en mujeres estadounidenses.

Verde (2016) evalué los genotipos presentados en 297 mujeres caucdsicas
(espanolas) con un promedio de edad de 54 anos, dividida en tres grupos: a) 66
pacientes que nunca habfan fumado y que presentaban cdncer de mama verificado;
b) 141 pacientes fumadoras y que presentaban cdncer de mama verificado; ¢) 83
pacientes fumadoras saludables con antecedentes familiares o personales negativos y
son hallazgos mamarios. Después de comparar los resultados de los grupos se concluyé
que el genotipo CYP1A1 Ile462lle se asocia significativamente con un mayor riesgo

de cdncer de mama en mujeres fumadoras.
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Paz y Mifio y su equipo (2010) evaltan la participacién del CYP1A1 Ile462Val
en 173 mujeres ecuatorianas (82 casos y 91 controles), de los 82 casos 61 fueron
diagnosticados como carcinoma ductal infiltrante, los 21 casos restantes comprenden
un diagnostico con un componente invasor o metastdsico. Se identifican los genotipos
y se observa que no existe asociacién del polimorfismo con riesgo de cdncer de mama
en pacientes ecuatorianas para los genotipos Ile/Val o Val/Val, esto concuerda con
estudios realizados en poblaciones caucdsicas. Adicionalmente se ha determinado que
el estudio de este polimorfismo ha permitido analizar que es un biomarcador molecular
diferente en poblacién ecuatoriana con cdncer de mama debido a la frecuencia y riesgo
no significativo, a diferencia de otros polimorfismos estudiados en cdncer de prostata,

vejiga y pulmén.

Linfoma difuso de células B grandes (DLBCL)

Es una neoplasia maligna frecuente a nivel mundial, que tiene una alta incidencia
y prevalencia entre las diversas neoplasias, de hecho, la Agencia Internacional para
Investigacién en Cdncer (iarc) en su proyecto GLOBOCAN 2012 la ubica dentro
de las diez neoplasias mds frecuentes en todo el mundo, con un rango que varfa entre
las diversas regiones geograficas (séptimo lugar para América del Norte y octavo para
América del Sur). Es la neoplasia linfoide mds frecuente en adultos, correspondiendo
a un 30-40% de todos los linfomas no Hodgkin a nivel mundial y un 60-65% de los
linfomas no Hodgkin de células B (Al-Dayel et al., 2008; Castafieda Ruiz, Via y Rada,
Serra Jaramillo, Paz Cornejo y Salas Sdnchez, 2017).

En 2018, Al-Dayel y colaboradores efectuaron un estudio con 182 pacientes
diagnosticados del Departamento de Patologia del Hospital Especializado y Centro de
Investigacién King Faisal (kFsHRC) utilizando los criterios definidos de la Clasificacién
Europeo Americana de neoplasias linfoides. Los datos clinicos estaban disponibles
para 179 de los 182 pacientes reclutados que comprendian 107 varones y 72 mujeres
con una edad media de 49 afios. Se selecciond aleatoriamente un grupo control
de la poblacién general a partir del DNA disponible en el Banco Institucional de
Biorepositivos Tissue en KFSHRC. El DNA se extrajo de tejidos del linfoma embebidos
en parafina, los resultados muestran que el alelo CYP1A1*2C se asocia con una
actividad enzimdtica elevada en linfocitos humanos cultivados, lo que respalda la
hipétesis que relaciona el riesgo de DLBCL con la inducibilidad de la enzima.
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Cdncer colorrectal

El cdncer colorrectal (CCR) es causado por factores externos (como el tabaco, los
organismos infecciosos, una dieta poco saludable) y por factores internos (mutaciones
genéticas, hormonales y condiciones inmunoldgicas). El ccr se consideraba una
enfermedad de los adultos mayores, pero en la actualidad se observa un incremento
en la incidencia en el grupo de edad mds joven (Burbano Luna et al., 2016).

Gil e investigadores, en 2014, establecieron un estudio de cohorte, que tuvo como
objetivo evaluar el papel del polimorfismo CYP1A1 Ile462Val como factor de riesgo
para cdncer colorectal en pacientes polacos, teniendo 478 pacientes y 404 controles,
los resultados indican una importante influencia del género para la susceptibilidad
general del cCRr, aunque también se presentan factores como la edad, enfermedades
inflamatorias intestinales, antecedentes familiares, susceptibilidad modulada por baja
frecuencia de polimorfismos genéricos y factores externos como la dieta y el esti-
lo de vida. En conclusién, se identifica una asociacién entre el polimorfismo y el
riesgo de cdncer colorrectal en pacientes mayores de 50 afios del sexo femenino.

Se llevo a cabo un metandlisis (Zhu et al., 2016), incluyendo 20 estudios con
8665 casos y 9953 controles en rs1048943 A>G, los estudios se obtuvieron de los
siguiente sitios PubMed, Web de conocimiento, Embase, la base de datos de China
Infraestructura Nacional de Conocimiento (cNk1) y VID los idiomas fueron limitados
a inglés y chino. Los criterios de seleccién fueron: estudios caso control, que indicaran
asociaciones entre CYP1A1 rs1048943 A>G o 154646903 T>C y cdncer colorrectal,
que utilizaran genotipos y con datos poblacionales completos, no se tomaron en
cuenta articulos de revisién, informes de conferencias. Luego de analizar toda la
informacién, el metandlisis demostré que el polimorfismo CYP1A1 rs1048943 A>G
puede aumenta la susceptibilidad a CrC, esta conclusién sugiere que CYP1A1 puede
contribuir en su patogénesis.

Cdncer de pulmén
El cincer de pulmén es el mds frecuente y el que mayor mortalidad ocasiona

en el mundo, desarrollado principalmente en adultos mayores. Segtn la Organizacién
Mundial de la Salud, el cdncer de pulmén agrupa todos los tumores primitivos
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epiteliales malignos del pulmén excluyendo los tumores pleomérficos, sarcomatoide,
carcinoide y los derivados de las glindulas salivares, la suma de muerte por cdncer de
colon, préstata y mama supera los anteriores. En el momento del diagndstico mds
del 40% de los pacientes tienen una enfermedad localmente avanzada, en la que las
posibilidades de curacién son escasas y la supervivencia a los cinco afos es de apenas el
15% (Acosta Reynoso, Remén Rodriguez, Segura Pefia y Carralero Rivas, 2016). En
México durante el 2008 en mujeres, el cdncer de pulmén ocupé el lugar décimo sexto
con 2255 defunciones y se identifica que ocurre mayormente en fumadores (Onofre
Borja y Reding Bernal, 2013).

Chen (2011) elaboré un metandlisis tomando en cuenta los siguientes criterios:
documentos originales que contienen datos independientes, casos de cdncer de pul-
moén confirmados histoldgicamente o patolégicamente, estudios de casos y controles
o de cohortes, informacién de distribucién de genotipos en casos y controles odds
ratio con intervalo de confianza del 95% y valor P. Para el polimorfismo de Ile462Val
se incluyeron 47 estudios con un total 8920 casos y 12 540 controles. De los casos, el
32% eran asidticos orientales, el 44% eran caucdsicos y el 24% eran de otros origenes
étnicos. Se tiene para este polimorfismo una asociacién con cdncer de pulmén en los
asidticos, pero no se pudo detectar ninguna asociacién con el riesgo de cdncer para
caucdsicos y otras poblaciones.

Otro metandlisis efectuado fue en 2011 por Wang, utilizando 28 estudios en
diferentes poblaciones, 5 estudios en africanos, 12 estudios en asidticos, 8 en caucdsi-
cos y 12 en otras poblaciones, con un total de 5126 pacientes con cdncer de pulmén
y 6974 controles. Los criterios de inclusién fueron, estudios de casos y controles,
frecuencia de genotipo disponible, distribucién de genes de los grupos control en
equilibrio Hardy-Weinberg, conjunto completo de datos, estudios del polimorfismo
CYP1A1 Ile462Val y cdncer de pulmén. Para estudios que incluyen diferentes grupos
étnicos, los datos se extrajeron por separado. Los resultado indican una asociacién
significativa para el polimorfismo Ile462Val con el riesgo de cdncer para asidticos, no

asf en el caso de africanos, caucdsicos u otras poblaciones.
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Hepatocarcinoma

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la neoplasia primaria de higado mds frecuente.
En los dltimos afios se ha constatado un aumento progresivo de su incidencia en
paises industrializados y actualmente constituye la sexta neoplasia m4s frecuente, con
mds de medio millén de nuevos casos al afio, la tercera causa de muerte por cdncer y
la principal causa de muerte en pacientes cirréticos. Su distribucién mundial es muy
heterogénea y existen factores de riesgo como la hepatitis B y C crénica, el consumo
de alcohol, el sexo, la obesidad y algunos quimicos como la aflatoxina (Abo Hashem
et al., 2016; Vilana, Forner, Garca, Ayuso y Bru, 2010).

Abo-Hashem (2016) realizé un estudio en 40 pacientes con CHC y 40 pacientes
con cirrosis. Los pacientes fueron reclutados del Departamento de Medicina Tropical,
del Hospital de Mansoura University entre marzo de 2013 y agosto de 2014. Cuarenta
sujetos de control se incluyeron en el estudio. Para todos los casos y controles se
elaboré el historial clinico y examen médico completo, se identificé ademds a pacientes
con antecedentes de tabaquismo, consumo de alcohol, y sintomas de enfermedad
hepdtica. Se tomaron muestras de sangre venosa y se separd el suero para la deteccién
de marcadores séricos de VHB, anticuerpos para virus de la hepatitis C, perfil hepdtico
y alfa fetoproteina. Los genotipos se determinaron de sangre completa. Se encontré
que las frecuencias del genotipo Ile/Val y el alelo Val son mds comunes entre los
pacientes con CHC (37.5 y 23.8%) que en los pacientes cirréticos (15 y 10%). Se
identificé también que este polimorfismo se encuentra involucrado en el desarrollo
de tumores, ya que en pacientes con el polimorfismo se presentan tumores de mayor

tamafo en relacién con pacientes que no presentan dicho polimorfismo.

Leiomioma uterino

El leiomioma uterino (LU) es el tumor benigno de mdsculo liso mds comun, los
sintomas uterinos de alta prevalencia incluyen hemorragia vaginal anormal y dolor
pélvico. Durante los afios reproductivos de las mujeres, la incidencia estimada es del
30 al 40%. Se ha demostrado la importancia de las hormonas sexuales en el desarrollo
y proliferacién de LU pero también se debe considerar la asociaciéon de factores como

la etnia, la edad, el consumo de cafeina, la paridad y el embarazo con el riesgo de
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leiomioma uterino (Bardo et al., 2010; Salimi, Sajadian, Khodamian, Yazdi, y Rezaee,
n.d.; E Wang, Chen, Wang, Ma, y Mayinuer, 2015).

Salimi, en el 2015, llevé a cabo en Irdn un estudio caso control en 105 pacientes
con LU (en la etapa anterior a la menopausia con leiomioma) y 112 mujeres sanas en su
etapa premenopdusica se seleccionaron como el grupo de control. Se genotipificaron
las muestras y se observé que no existe asociacion significativa con la edad, intervalos
de menstruacién, indice de masa corporal, edad de la menarquia entre las mujeres con
LU y controles, pero la frecuencia de sangrado y el dolor fue significativamente mayor
en la mujeres con LU. En cuanto al polimorfismo Ile462Val no mostro asociacién
con cdncer, pero cuando se presenta ademds el polimorfismo Asp449Asp el riesgo de
cdncer se podria incrementar.

Wang y sus colaboradores (2015) efectuaron un metanélisis en el que incluyeron 9
estudios en chino e inglés de casos y controles (en seis de ellos se evalda el polimorfismo
CYP1ALI Ile462Val con 1754 casos y 1689 controles), desde 2006 hasta 2014 con un
total de 2157 casos de LU y 2197 controles sanos; cuatro estudios se efectuaron con
poblacién caucdsica y cinco en poblacién asidtica. De estos estudios seis relacionan
el polimorfismo Ile462Val con el riesgo de LU, se encontré ademds que los asidticos y

caucdsicos con el polimorfismo mostraron un mayor riesgo de LU.

Cdncer de vejiga

El cdncer vesical es la segunda malignidad mds comun del tracto urinario y la novena
a nivel mundial, con 357 000 nuevos casos y 145 000 muertes a nivel mundial por
afo. En Latinoamérica presenta una incidencia de 5.6 por cada 100 000 habitantes
por afio. En México, se encuentra en el cuarto lugar de presentacién, con el 14.4% de
los tumores diagnosticados detrds del cdncer de préstata, testiculo y rifién y con una
relacién hombre: mujer de 3.8:13 (De la Rosa Cisneros et al., 2015).

Berber (2013) realiza un estudio en pacientes turcos con cdncer de vejiga, se
obtienen datos clinicos y demogrdficos que incluyen el sexo, la edad, el tabaquismo,
la etapa patoldgica del tumor y los grados tumorales. En el estudio se analizan los
genotipos de 114 pacientes con cdncer diagnosticado histolégicamente (103 hombres
y 11 mujeres) excluyendo pacientes que presentaran cdncer en otra regién del cuerpo y
114 controles (103 hombres y 11 mujeres) para el polimorfismo CYP1A1 Ile462Val,
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se consideraron datos clinicos y demogrdficos como edad, tabaquismo y estadio
del tumor patoldgico. Luego de analizar los resultados, estos indican que no existe
asociacién entre el polimorfismo y el riesgo de cdncer.

Cdncer de endometrio

El cdncer de endometrio es uno de los mds frecuentes a nivel mundial ubicdndose
en el cuarto lugar de mortalidad, después del cdncer de mama, cuello uterino y
ovario. Lamentablemente su incidencia va en aumento, asociado a los cambios
epidemioldgicos y medioambientales que afectan a la poblacién femenina. La dieta, el
tabaco, el consumo de alcohol, las infecciones, la obesidad, los agentes contaminantes
y la exposicién a radiaciones influyen profundamente en el desarrollo de neopla-
sias, y se ha demostrado que prevenir la exposicidn a agentes cancerigenos ambientales
tiene gran impacto en la incidencia de cdncer. Comprende un grupo heterogéneo
de tumores con distintos factores de riesgo, presentacién clinica, caracteristicas
histopatoldgicas y moleculares (Lien y Cabrera, 2015).

En 2012, Wang y su equipo realizaron un metanilisis con el propésito de estimar
con precisién la asociacién entre el polimorfismo CYP1A1 Ile462Val y el riesgo de
cdncer de endometrio. Se incluyeron en total 7 estudios con 1286 casos y 2111,
seis en poblacién caucdsica y uno para poblacién china. Después de la evaluacién

genotipica no se tuvo evidencia de asociacién significativa entre el polimorfismo

CYP1A1 Ile462Val y el riesgo de cdncer endometrial.

Cdncer renal

El carcinoma de células renales (CCR) es la octava neoplasia maligna mds frecuente
en el adulto y la neoplasia renal mds frecuente, lo que representa, aproximadamente,
el 90% de las neoplasias malignas renales. Es una enfermedad heterogénea, con
multiples subtipos que tienen diferentes expresiones clinicas, anatomopatoldgicas
y citogenéticas, y distintas respuestas terapéuticas. El carcinoma de células claras
es el subtipo mds frecuente (65-70%), seguido por los subtipos papilar (15-20%),
croméfobo (6-11%) y otros subtipos (5%) como los sindromes de cdncer renal
hereditario y otros menores (Bazan y Busto, 2014).

106



Un grupo de investigadores y Ahmad (2013) realizaron un estudio con un
total de 196 (138 hombres y 58 mujeres) recientemente diagnosticados con ccr
de la poblacién del norte de la India (de los estados de Delhi y estados limitrofes)
registrados en el Departamento de Urologfa, del Instituto de Ciencias Médicas de la
India (AIIMS), Nueva Delhi. Los pacientes fueron reclutados después del diagnéstico
radiolégico e histolégico del carcinoma de células renales. El grupo control incluyé
250 voluntarios sanos (172 hombres y 78 mujeres), elegidos al mismo tiempo, que
eran libre de enfermedades crénicas, sin historial de ninguna cdncer y viviendo en
la misma 4rea geogrdfica. Se realizé el genotipificado a partir de sangre periférica de
todos los pacientes y controles. Los resultados muestran que el genotipo CYP1A1 AG
tenfa significativamente mayor riesgo de desarrollar ccr que CYP1A1 AA genotipo,
del mismo modo, el genotipo CYP1A1 GG tenfa incluso significativamente mayor
riesgo de desarrollar ccr que CYP1A1 Genotipo AA, lo que puede indicar que la
poblacién pudo haber estado expuesta a diferentes agentes ambientales, que luego
de la biotransformacién por CYP1A1, pueden producir sustancias cancerigenas que

conducen al desarrollo de cdncer de células renales.

Cdncer oral

El carcinoma de células escamosas (Ccc) es un problema de salud global significativo
con tasas de incidencia y mortalidad crecientes. Anualmente, aproximadamente
500 000 pacientes son diagnosticados con cdncer oral en todo el mundo. El tabaquismo
es el principal factor de riesgo para desarrollar cdncer oral y el consumo de alcohol
aumenta atin mds el riesgo junto con el cdncer de laringe y eséfago (Balaji, Singh y
Bhaskar, 2012).

Balaji (2012) realizé un estudio en el cual se obtuvieron muestras de sangre
de 157 pacientes con cdncer oral que recibfan atencién en el hospital de cdncer de
Kanchipuram en la India. La edad media fue de 55.07 + 10.59 afios e incluyé al 54.8%
de los hombres. El diagnéstico del cdncer oral como carcinoma de células escamosas
se confirmé histopatolégicamente. Los donantes anénimos, sin antecedentes per-
sonales de cdncer de ningtin érgano y que formaron el grupo de control de sujetos,
fueron reclutados del Colegio Médico Sri Ramachandra. Para los casos y controles,
la informacién con respecto a la edad, sexo, ocupacién, tabaquismo y alcoholismo
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se obtuvo a través de un cuestionario. Se extrajo DNA de todos los pacientes y se
determinaron los genotipos, después del andlisis de resultados se encontré que no
hubo diferencias significativas entre los controles y los pacientes con cdncer oral,
relacionando el polimorfismo Ile462Val.

Adicional a esto, se identificaron otros metandlisis diferentes a los mencionados
anteriormente como complemento, mismos que se muestran en la tabla 2, y que nos
permiten reafirmar que la cantidad de estudios realizados hasta la fecha proporciona
informacién de suma importancia pero que no es concluyente, lo que lleva a considerar
la realizacién de una mayor cantidad de estudios experimentales y documentales para
esclarecer la participacién del polimorfismo Ile462Val y el desarrollo de diversos tipos

de céncer.
Tabla 2. Metandlisis para CYP1A1 Ile462Val
A'ut?r Tipo de cdncer Casos Controles Lats ?, Asociacion Asociacin
principal poblacién con fumadores
Meng, 2015  Cdncer renal 742 975  Asidtica No St
Ji, 2012 Cincer de pulmén 9491 13725 Mixta Si Si
Gong, 2014  Céncer de eséfago 2552 3613 Asmt{c.a Y St No hay datos
caucdsica
Liu, 2014 Ciéncer de tracto digestivo 3790 4907  Asidtica Si No hay datos
Liu, 2015 Cdncer oral 1527 2374 Mixta Si No hay datos

Elaboracién propia.

Como podemos observar con los datos de la tabla 2, se tiene que entre mayor sea el
nimero de participantes se identifica la asociacién entre el polimorfismo y el riesgo de
cdncer, un factor clave en estas observaciones consiste en resaltar que las principales
asociaciones se encontraron en la poblacién asidtica, lo cual nos proporciona datos que
podrian relacionarse con la incidencia de cdncer en determinadas regiones del mundo
(Chen etal., 2011; Gong et al., 2014; Ji, Wang y Suo, 2012; Liu, Jiang, Deng y Zhao,
2014; H. Liu, Jia, Mao y Lin, 2015; Meng, Ma, Sui, Tian y Jiang, 2015).

En general, la mayoria de los estudios aqui analizados muestran una asociacién
entre el polimorfismo y la enfermedad, pero se debe notar que existen otros que
no muestran asociacién, lo que nos lleva a resaltar las diferencias que podrian
evidenciar estos resultados, entre ellas tenemos, el tipo de poblacién utilizada y la

regién geogrdfica de la cual provienen, la cantidad de individuos participantes, y las
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condiciones socioeconémicas y medioambientales a las cuales estdn expuestos. Para el
caso de los metandlisis los criterios de inclusién y exclusién designados en cada uno
(Abo-Hashem et al., 2016; Al-Dayel et al., 2008; Aris et al., 2014; Balaji et al., 2012;
Berber et al., 2013; Bo Ding et al., 2018; Chen et al., 2011; Fan et al., 2016; Garcia
Martinez et al., 2017; J. Gil et al., 2014; Gong et al., 2014; Ji et al., 2012; Liu et al.,
2014; Liuetal., 2015; Meng etal., 2015; Paz y Mifio, 2010; Roszak, Lianeri, Sowifiska
y Jagodzinski, 2014; Salimi et al., 2015; Verde et al., 2016; Wang et al., 2015; Wang
etal., 2011; Wang et al., 2017; Zhu et al., 2016).

Derivado de los estudios realizados para esclarecer mecanismos de respuesta
a xenobi6ticos y etiologfa de enfermedades se pueden identificar sustancias que
pueden actuar como protectores. Abdull et al., en 2015, estudian el efecto del fenetil
isotiocianato y en base a los resultados obtenidos propone una estrategia que podria
servir como quimioprevencién para el cdncer, esto es, el fenetil isocianato aumenta la
proteina CYP1A1 y disminuye la actividad enzimdtica de CYP1A1, dicho efecto se
comprobd al observar la inhibicién contra benzo a pireno, concluyendo que el fenetil
isocianto inhibe la bioactivacién del benzo a pireno lo que modula la expresién del
CYP1AL1 y relacionando este efecto con lo reportado hasta la actualidad se puede
sugerir que moléculas con potencial inhibitorio para genes asociados a enfermedades
podrian actuar como factores de proteccién.

Ademds, una asociacién establecida entre la modulacién del citocromo P450 1A1
y el cdncer se ha descrito en multiples estudios y ya que la mayor sintesis de proteina
del citocromo P450 se produce tras la exposicién duradera a un agente inductor que
incrementa la transcripcién génica, por tanto, es mayor el resultado de un aumento
en la sintesis de enzimas microsomales que un cambio en la actividad de la enzima
existente por un efecto alostérico. La induccién del enzima provoca un aumento de
la tasa de biotransformacién y una disminucién, por tanto, de la disponibilidad o
actividad del compuesto original, como consecuencia, puede aumentar o disminuir
la toxicidad farmacolégica. Los inductores, por lo general muestran especificidad por
una familia particular del citocromo P450, a pesar de que dentro de ella, sustancias con
estructuras quimicas diferentes pueden tener efectos similares, de ah{ la importancia
de evaluar los polimorfismos mds frecuentes de los genes involucrados. En especifico
para el CYP1A1, este tipo de inductores se fija al receptor aril hidrocarburo (AhR)
citosélico, y el complejo formado es transportado por un traslocador nuclear (RNAt)
hasta el nicleo donde actia como factor de transcripcién, para regular en direccién
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ascendente la expresiéon de CYP1Al. Ademds, estos inductores del citocromo
P450 aumentan de manera simultdnea la expresién de enzimas que intervienen en
biotransformaciones de la fase 11 (Villar, 2004).

El receptor para aril hidrocarburo, AhR, es un factor de transcripcién que
pertenece a la familia de receptores hormonales y se considera como el principal
receptor de proteina que influye en la induccién del CYP1A1. El AHR es un factor
de transcripcidén asociado con dos proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90),
una proteina asociada al virus de la hepatitis B X (XAP2) y una proteina chaperona de
23 kDa (p23). Este receptor es activado por ligandos endégenos y varios xenobidticos
tales como hidrocarburos aromdticos policiclicos (los PAH son ligandos de AhR pero
también actiian como sustratos para las enzimas CYP1A1 y CYP1B1), heterociclicos,
aminas y bifenilos halogenados. Después de la activacién del ligando, el AHR sufre
cambios conformacionales que promueven su translocacién al nicleo, donde se
disocia de las proteinas chaperonas (Hsp90, XAP2, y p23), y se une al translocador
nuclear RNAT; entonces, el complejo formado AHR-RNAT se une a elementos de
respuesta a xenobidticos (XRE). Esto resulta en una mayor expresién del CYP1A1
(Horley et al., 2017; Santes Palacios et al., 2016; Sinal, Webb y Bend, 1999).

Tomando en consideracién este mecanismo del AHR se han descrito mecanismos
de regulacién a la baja; por ejemplo, la proteina represora AHR (AHRR) es un gen
objetivo de la actividad transcripcional de AHR, y él compite por vincularse con
elementos de respuesta a xenobioticos. AHRR ha sido descrito como un regulador
negativo especifico de la expresion de CYP1Al. El factor inducible por hipoxia
participa como un regulador negativo de la expresién de CYP1Al, a través de la
competencia con AHR para la unién a RNAT (Santes Palacios et al., 2016).

Se deberfa considerar la evaluacién de los efectos que tienen las sustancias
mencionadas anteriormente y las respuestas de cada individuo que presenta el
polimorfismo Ile462Val, ya que por todo lo anterior, se podrfa asumir que la
administracién de estas sustancias, conseguirfa regular la elevada actividad enzimdtica

que observamos en presencia del polimorfismo (Horley et al., 2017; Santes Palacios
et al., 2016; Sinal et al., 1999).
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CONCLUSION

El polimorfismo Ile462Val se presenta frecuentemente en los individuos sin impor-
tar el tipo de poblacién a la que pertenezcan, lo que conduce a buscar alternativas
que pudieran explicar la incidencia de cdncer y la presencia de polimorfismos; una
sugerencia a evaluar serfa determinar la frecuencia del polimorfismo en poblaciones que
se encuentran en zonas geograficas reportadas con altos indices de contaminacidn, e
incluso ser mds especificos y determinar que contaminantes emergentes se encuentran
presentes en esta zona y si existe alguna relacién con la presencia del polimorfismo
Ile462Val.

La presencia del polimorfismo Ile462Val proporciona indicios de una mayor
actividad enzimdtica y como mencionamos anteriormente este incremento en la acti-
vidad pudiera estar vinculado con el contacto a contaminantes emergentes y sus
metabolitos, por lo tanto, podemos sugerir que dicho polimorfismo actuarfa como
factor de riesgo para el desarrollo de diferentes tipos de cdncer y un sin nimero de
enfermedades, o bien como un indicador para el desarrollo de las mismas.

Todo lo anterior podria derivar en la necesidad inherente de proponer diagndsticos
basados en terapia génica individualizada, brindando atencién en etapas tempranas y
proporcionando tratamientos efectivos.
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EN BUSCA DEL PERFIL GENETICO DE LA PREECLAMPSIA

Sindy SanJuan Reyes”
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La preeclampsia es un trastorno multisistémico que se presenta en el embarazo y es
una de las principales causas de morbimortalidad perinatal. Estudios publicados en
la dltima década, han contribuido a la comprensién mds clara de la fisiopatogenia,
por medio de mecanismos clave involucrados: 1) respuesta inmune alterada,
2) disfuncién endotelial, 3) estrés oxidativo y respuesta inflamatoria sistémica y 4)
susceptibilidad genética. Esta dltima ha llevado a la propuesta de genes candidatos
para el desarrollo de preeclampsia. Objetivo: identificar los principales polimorfismos
capaces de predecir el riesgo de preeclampsia. Material y métodos: se realizé una
busqueda, utilizando las bases de datos: PudMed, Elsevier, Redalyc y Springer Link,
empleando como criterios de inclusién estudios de casos y controles, asi como meta-
ndlisis de estudios observacionales que examinan las asociaciones entre los factores de
riesgo genéticos o asociaciones genéticas y la preeclampsia, estimaciones de odds ratio
(OR) con significancia estadistica (p<0.001), junto con IC del 95% vy el intervalo de
prediccién del 95%. La estrategia de busqueda utilizé palabras clave “preeclampsia
y polimorfismos, metandlisis”. Se excluyeron 5 articulos que no contaban con la
metodologfa descrita o que ésta fuera poco clara. Se realizé la localizacién cromosémica
de cada gen utilizando la base de datos NCBI. Resultados: se obtuvieron un total
de 63 articulos, donde se identifica, para cada estudio de polimorfismo candidato
un efecto protector o predisponente al desarrollo de preeclampsia y a su severidad,
dependiendo de la combinacién de alelos y para cada poblacién de estudio; esto tltimo
establece la importancia de la heterogeneidad del grupo étnico correspondiente para
la expresién genética. Diversos estudios en diferentes poblaciones han identificado
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polimorfismos maternos asociados con la preeclampsia a través de enfoques de
genes candidatos. La identificacién de genes candidatos, ofrece la posibilidad de
a obtencién de un perfil genético de estudio potencial de investigacién para cada
la obt d fil tico de estud t 1d t d
poblacién, que conduzca a una mejor orientacién para establecer el riesgo para el
desarrollo de preeclampsia.

INTRODUCCION

La preeclampsia es un trastorno hipertensivo asociado al embarazo y representa una
de las causas principales causas de morbimortalidad perinatal a nivel mundial y en
México se reporta una incidencia del 10 al 20% de los estados hipertensivos que se
presentan en el embarazo en el mundo, especificamente 5 al 10% corresponde a la
preeclampsia; asi mismo se asocia a una mortalidad del 1.6 por cada 100 000 nacidos
vivos. En el 2015, en México, de acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y Geogra-
fia (INEGI), la preeclampsia se presenta en 197 por cada 100 000 mujeres embarazadas
de 20 a 24 afos y 73 por cada 100 000 mujeres de 30 a 34 afios. Los trastornos
hipertensivos representan la segunda causa de muerte materna con un 21.2% de los
casos registrados (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, INEGL, 2017).

La etiologia y la patogénesis de la preeclampsia siguen siendo poco conocidas.
Se han propuesto teorfas con un tema en comun, el de la disfuncién de las células
endoteliales. Entre los factores en que se apoyan dichas teorias se encuentran: los
ambientales, la invasién trofobldstica deficiente, factores vasculares y angiogénicos, el

estrés oxidativo y factores genéticos e inmunoldgicos.

Definicién y clasificacién

La preeclampsia es un estado hipertensivo con presencia de proteinuria significativa, que
ocurre por primera vez posterior a la 202 semana del embarazo, durante el parto o el
puerperio. Se puede definir también como presencia de hipertensién en el embarazo y un
criterio de severidad ain cuando no se haya presentado proteinuria (Rodriguez, 2017).
El American College of Obstetricians and Gynecologists, con las gufas de
hipertensién en el embarazo (Roberts et al., 2013), clasifica y emite los criterios para el
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diagnéstico de preeclampsia y su gravedad: a) moderada: presencia de presién arterial
sistélica 2140 mm Hg o diastdlica 290 mm Hg, b) grave: presencia de una presién
arterial sistélica 2160 mm Hg o diastélica 2110 mm Hg. Ademds, se considera
como un estado grave, si a los datos de hipertensién que pueden estar dentro de los
pardmetros normales, se agrega uno o mds de los siguientes datos: creatinina sérica
3
de la deshidrogenasa ldctica 2600 UI, elevacién al doble de los valores de aspartato
aminotransferasa AST/TGO o alanina aminotransferasa ALT/TGP (>70 UI), cefalea,
alteraciones visuales o auditivas, epigastralgia, oliguria <500 mlIL en 24 horas, edema

por encima de 1.2 mg/dL, trombocitopenia <150 000 células/mm~, incremento

agudo de pulmén, dolor en hipocondrio derecho, restriccién en el crecimiento
intrauterino y oligohidramnios. La eclampsia (se caracterizada por preeclampsia mds
convulsiones o estado de coma sin otra causa) y sindrome HELLP (por sus siglas en
inglés: Hemolysis. Elevated Liver enzymes, Low Platelet count syndrome), el cual

cursa con hemdlisis, enzimas hepdticas elevadas y trombocitopenia.

Etiopatogenia

De acuerdo con Arenas y Mesa (2008), la explicacién del mecanismo etiopatogé-nico
de la preeclampsia se resume en un modelo compuesto de dos etapas para: etapa 1)
alteracién de perfusion placentaria y etapa, 2) disfuncién endotelial o sindrome materno
y el papel del estrés oxidativo como el factor comin entre el modelo de dos etapas,
donde trata de explicar e introducir mecanismos genéticos. Finalmente, propone la
existencia de cuatro respuestas fisiopatolégicas posibles de la preeclampsia: a) mala
adaptacién inmunoldgica, b) isquemia placentaria, ¢) estrés oxidativo y d) suscep-
tibilidad genética con la existencia de genes codificadores relacionados con la funcién
endotelial y vascular.

En la siguiente revisién nos centraremos en la descripcién del papel genético
en la etiopatogenia de la preeclampsia; tomando como referencia la utilidad de
los marcadores genéticos, la localizacién y mapeo de genes relacionados con la
enfermedad, capaces de predecir el riesgo de preeclampsia.
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Susceptibilidad genética

Enlaactualidad se ha establecido el desarrollo de preeclampsia en mujeres embarazadas
con riesgo a partir de un modelo genético no exclusivamente materno, dado que
existe un impacto de genes fetales que contribuyen al riesgo de preeclampsia, lo
que explica una contribucién adicional de los genes paternos a dicho proceso (Miitze
et al., 2008). En tanto que (Esplin et al., 2001) exponen que en los hombres cuyas
madres padecieron de preeclampsia durante su gestacidn, se tiene hasta un 100% de
riesgo de que una mujer, por ellos embarazada, desarrolle ésta enfermedad durante
la gestacién. Por ésta razén, se considera a la preeclampsia como una enfermedad
heterogénea y genéticamente compleja sin seguir los mecanismos de herencia
mendeliana. La bidsqueda de genes de susceptibilidad ha llevado a la propuesta de
su intervencién en la etiopatogenia de la preeclampsia. Estudios no concluyentes
han sugerido la intervencién de 26 a 50 genes diferentes responsables de multiples
alteraciones genéticas relacionadas con la preeclampsia (Arenas y Mesa, 2008; Miitze
etal., 2008); sin embargo, se han identificado 368 genes diferencialmente expresados
en mujeres preecldmpticas y pacientes normotensas (Rajakumar et al., 2011); asf
mismo, se han descrito al menos 178 genes relacionados con la preeclampsia o
el sindrome HELLP (Jebbink et al., 2012), de los cuales pueden ser agrupados de
acuerdo al papel que juegan en la etiopatogenia de la enfermedad: placenta-
cién, reguladores de la presién arterial, isquemia placentaria, apoptosis, disfuncién
endotelial, estrés oxidativo, trombosis placentaria, inflamacién, asi como la fun-
cién inmune (Arenas y Mesa, 2008).

Algunas investigaciones reportan la asociacién entre la preeclampsia y los
diferentes genes polimdérficos; para su andlisis se utilizan dos tipos de metodologfas:
1) estudios de ligamiento genético, que identifica regiones cromosémicas en las familias
en las que se presenta la entidad de estudio y 2) estudios de asociacidn, al identificar
genes candidatos implicados en etiologfa de la enfermedad con particularidad
especial de poblacién (Arenas y Mesa, 2008; Carrillo et al., 2013).
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Polimorfismos asociados a la preeclampsia
Genes implicados en la funcidn inmune y respuesta inflamatoria

El embarazo exitoso requiere de la adaptacién materna, mediante una coordinacién
exitosa del sistema inmune innato y adaptativo que evite el rechazo del trofoblasto,
que permita una placentacién adecuada, el crecimiento y desarrollo arménico del
feto. Se ha reportado la participacién de las células asesinas naturales NK (por sus siglas
en inglés, Natural Killer), el sistema del antigeno leucocitario humano (clase I-receptor
C) HLA-C (por sus siglas en inglés, Human Leukocyte Antigen) en el trofoblasto
fetal y las células T en la regulacién del embarazo, e identificado polimorfismos de
nucléotido dnico en estos sistemas de genes en el desarrollo de la preeclampsia. La
invasién trofobdstica superficial y la placentacién anormal secundaria, caracteristicos
de la preeclampsia, generan un ambiente de hipoxia y el estallido de una respuesta
inflamatoria local y sistémica.

Sistema del antigeno leucocitario humano (HLA) e inmunoglobulinas de células asesinas (Nk)

El complejo mayor de histocompatibilidad, se expresa en el trofablasto extravelloso
invasivo en las etapas tempranas de embarazo como una variante polimérfica del
antigeno leucocitario humano-C (HLA-C especifica, clase 1-recpetor C). El HLA-C es el
ligando dominante para los receptores tipo inmunoglobulina asesina KIR (por sus siglas
en inglés, Killer Inmunoglobulin-like receptor) que se expresan en las células asesinas
naturales uterinas UNK (por sus siglas en inglés Uterine Natural Killer). El sistema kiR
contiene dos haplotipos diferentes A y B y se presume que algunas combinaciones
KIR/HLA-C son mds favorables para la invasién de células trofobldsticas. Esta interfaz
inmunoldgica retrocede en la segunda mitad del embarazo cuando el sincitio velloso
que estd desprovisto de expresién de HLA se vuelve dominante (Jebbink et al., 2012).
El cromosoma 6 alberga el gen del HLA, especificamente al miembro de la molécula
de HLA clase 1, en sus genes 6p21.32-p22.1, cuyos polimorfismos de nucleétido tinico
SNP (por sus siglas en inglés, single nucleotide polymorphism) han sido identificados
en placentas de mujeres embarazadas y el desarrollo de preeclampsia en la poblacién
caucdsica (Hiby etal., 2004; Moreau etal., 2008; Small etal., 2017). Los polimorfismos
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de kIR materno y el HLA-C fetal se han analizados, y se informa que la combinacién
del gen KIR AA materno y los alelos de HLA-C fetal se asocian con preeclampsia
(OR =1.49, p =0.0318). Los genes KIR (genes KIR2DS5 y kIR2ZDL1) asociados con la
proteccién al desarrollo de preeclampsia, se encuentran en las regiones centroméricas
KIR B, que son exclusivas de las poblaciones del Africa subsahariana (OR = 0.59,
p = 0.0095); por el contrario, los genes teloméricos KIR B protegen a la poblacién
europea contra la preeclampsia (Nakimuli et al., 2015).

Aminopeptidasas 1 y 2 (EraP 1y 2)

Las aminopeptidasas ERAP (por sus siglas en inglés, Endoplasmic Reticulum Amino-
peptidase) 1 y 2 del reticulo endopldsmico, tienen como funcién la presentacién del
antigeno dentro de la respuesta inmune (maduran el epitopo presentado por MHC
clase 1), ambos genes estdn regulados por el interferé6n gamma y estdn implicados en la
inflamacién. También pueden regular la angiogénesis y la presién arterial, a través del
recorte de angiotensina I y angiotensina 111, respectivamente (Tanioka et al., 2003);
los polimorfismos de nucleétido tnico (sNp) de las aminopeptidasas ERaP 1y 2 (p.392
K>N y p.669 L>Q; 152549782 y rs17408150) respectivamente, han sido asociadas
con susceptibilidad al desarrollo de preeclampsia en mujeres caucdsicas y asidticas
(Hill et al., 2011; Johnson et al., 2010). Un metandlisis hace referencia que para el
polimorfismo HLA-G 14 pb I/D (rs66554220), observé una asociacién significativa
para el riesgo de preeclampsia en nuliparas (OR = 1.66-1.95, p = 0.04), asi como en
embarazos caucdsicos europeos (OR = 1.37-2.03, p = 0.02-0.03) (Pabalan et al., 2015).

Citocinas proinflamatorias

Una caracteristica fisiopatolégica central de la preeclampsia como sindrome es la
inflamacién sistémica, implicada en una disfuncién endotelial extensa en el sistema
vascular materno; la respuesta humoral se identifica con la actividad de citocinas
proinflamatorias, especificamente las citocinas Th 1 y 2: Interleucina IL-1, IL-5,
IL-6, IL-10, que resulta en la produccién de diversos mediadores inflamatorios. Los
sNP IL-1 R1 (rs3771202), IL-6 R (rs7549250, rs2229238), TNFSF11 (rs9525643,
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152200287, 1s2148072) e IL-5 RA (rs163551, rs163550) se han asociado con riesgo
de preeclampsia de acuerdo a su severidad (leve y severa) y segin al tiempo de apari-
cién (temprana y tardfa) en mujeres asidticas (Wu et al., 2017). Asi mismo se concluye
que la variante genética IL-10 -592A/C se asocia con el riesgo de preeclampsia en
mujeres embarazadas (Fan et al., 2017). Las mujeres con genotipo AA IL-10 (-1082)
tienenunriesgo 3.38 vecesmayordedesarrollar preeclampsiaen comparaciénal genotipo
GG (IC 95%: 1.21-9.4, p = 0.01), siendo los polimorfismos del factor de necrosis
tumoral alfa (FNT-at) (-308 G/A) y la interleucina IL-6 (-174 G / C), no significativos
para dicho riesgo (Vural etal., 2010). En un estudio en México, en mujeres mexicanas-
mestizas y mayas-mestizas, no se encontrdé asociaciéon entre los polimorfismos de
IL-10, IL-6 e IL-1 RA y la susceptibilidad a preeclampsia (Valencia et al., 2012).

El sistema del complemento, es una parte del sistema inmune involucrado en la
regulacién de la inflamacidn, eliminacién de microorganismos y de tejidos extrafios,
se puede activar mediante la via cldsica o via alterna. La via alterna del complemento se
activaen embarazos que desarrollan preeclampsia severa (Hoffman etal., 2014). LaIL-8
es considerada como una quimiocina proinflamatoria; se reconocen 3 polimorfismos
(-353A/-251A/+678T AAT). La presencia de haplotipo AAT en mujeres embarazadas
parece ser un factor de riesgo para preeclampsia. En estudio de casos y controles se
establece que éstos 3 polimorfismos se relacionan con el desarrollo de preeclampsia
(OR=1.491,1C95% = 1.005-2.213, p = 0.047) (Sun et al., 2016). La IL-27 citocina
proantiinflamatoria se ha identificado en niveles elevados en las células trofobldsticas
de placentas de mujeres preeclimpticas; en una poblacién asidtica en un estudio
de casos y controles, el genotipo CC de rs153109 fue significativamente mayor en
los casos de preeclampsia (OR = 1.54, IC 95%: 1.23-1.93, p <0.001), el genotipo
CC de 5153109 fue mds prevalente (p <0.001) (Liu et al., 2016). Sin embargo, en
una poblacién asidtica similar, se reporta un riesgo significativamente reducido de
preeclampsia en el genotipo rs153109 GG en comparacién con los genotipos AA
o AA/AG (GG contra AA: OR = 0.51, IC 95% = 0.30-0.86; GG contra AA/AG:
OR = 0.60, IC 95% = 0.37-0.98). Los genotipos AG/GG fue particularmente
significativa en el subgrupo de preeclampsia grave (OR = 0.65, IC 95% = 0.45-0.92)
y el subgrupo de preeclampsia grave de inicio temprano (OR = 0.51, IC 95% = 0.30-
0.87) (Chen et al., 2016). El FNT-a. interviene en la patogénesis de la preeclampsia
como un factor del estado inflamatorio y metabdlico. Los polimorfismo (G-308A)
y el genotipo AA del TNF-a (G-238A) fueron significativamente mayores en los
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casos con preeclampsia con respecto a los controles (p<0.001) en una poblacién Irani
(Tavakkol et al., 2016).

Sistema del complemento

El complemento regula la interfaz de la placenta y el feto al inicio del embarazo y
durante la gestacién. Las variaciones en los genes del complemento se han relacionado
en la etiologfa de la preeclampsia. El complemento C3 es el componente central de
todas las vias de activacién y su papel en la discriminacién del yo y el yo no. Se han
descrito 3 polimorfismos de C3 que se asocian con el desarrollo de la preeclampsia
grave: rs2287845, rs366510 y rs2287848; y 16 haplotipos de sNP con desequilibrio
deligamiento extremo en el medio del gen con efecto protector (OR =0.628, p = 0.044)
o predisponente (OR = 2.110, p = 0.011) a preeclampsia severa dependiendo de la
combinacidén de alelos (Lokki et al., 2017). Los snp del C6 se han considerado como
factor de riesgo para el desarrollo de preeclampsia; asi mismo, el gen de serina proteasa
1 maspl (por sus siglas en inglés, mannose-associated serine protease) desempena
un papel central en la iniciacién de la ruta de lectina; en el embarazo, altera la
invasién de arterias espirales (Dobé et al., 2014). Se reporta que los polimorfismos
C6 (rs7444800, rs4957381) y Maspl (rs1108450, rs3774282, rs698106) se asocian
con el riesgo de preeclampsia de aparicién temprana y preeclampsia severa, mientras
que los polimorfismos Maspl (rs1357134, rs698090) se asocian con el riesgo de
preeclampsia de aparicién tardia y preeclampsia severa en la poblacién asidtica
(Wu et al., 2016) (tabla 1).
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Tabla 1. Genes implicados en la funcién inmunolégica

Gen Funcién SNP Ubicacidn Poblacién Autor
. . Australia/ Johnson
Ifas ;mmopeptldasas pzzgég y Nueva Zelanda/ M. P et al,,
y & b Noruega 2009

ERAP 1-2 Respuesta inmune 5q15 Hill
por medio de la 152549782 . !

s, Afroamericana L. D. etal,
presentacién del 517408150 2011
antigeno.

TNESF11A  Miembro de la saper- 159525643 W W,
familia de receptor del 152200287 18q21.33 China . ul éO 16
FNT. rs2148072 ctal

TNEFSF13B  Activador del receptor
del factor nuclear kB
(RIANK)’ n;e?lanto]sl IT 1516972194 Australia/N Fenstad
seivacion de s cdulas (167197 zgyy AwslivNuea GTER

Y POr CORSIBUIENTE, 1456124946 e 2010.
la secrecién de citocinas
proinflamatorias (IL-1,
IL-6 y IL-12).
Miembro de la
molécula HLA clase
I MHC. Codifica SNPL370 o1

. Small

HLA-A + una subunidad de un .

Kazan, Rusia H.etal.,

HLA-DRB1  receptor MHC clase

, . sNP 1470 2017
11, estdn restringidos a (placentario) 6p21.32
células presentadoras de pracentario
antigeno.

HLA-G Miembro de la G+*0106 6p22.1 Francia Moreau
molécula HLA clase HLA-G P et al, 2008
1y tiene propiedades Metaandlisis
inmunosupresoras. 1566554220

Pabalan N.
etal., 2015

HLA-C Antigenos de HLA-C2 6p21.33 Inglaterra Hiby S,
histocompatibilidad fetal + KIR et al., 2004
polimérficos AA materno
(Trofoblasto fetal).

Receptores de HLA-C 19q13.42 Poblacién Nakamuli,
inmunoglobulina fetal + africana y etal., 2015
asesina (KIR). KIR AA/B caucdsica
2DS5y
KIR2DL1
Continiia...
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Gen Funcién SNP Ubicacidn Poblacién Autor
IL-1R1 2q11.2-q12.1
(rs3771202)
Citocinas proinflama- IL-5RA 3p26.2
torias. Citoquinas Th2  (rs163551,
1L-1, IL-5, IL-4, IL-5, IL-6 e IL- rs163550) Chi Wu W.
IL-6 10, que se asocian con 1na etal., 2016
ayuda para la inmuni- IL-6R 1g21.33
dad humoral. (rs2229238,
1s7549250)
TNEFSF11A 18q21.3
IL-10 Turquia Vural P
-1082 A etal., 2010
rs1800896
Citoci FNT alfa
foana rs1800629
antiinflamatoria
mbtacre
IL-10 | gacol rs 1800795  1g32.1 China
a produccién de
citoquinas por las IL-10
celulafThl y los 592A/C
macréfagos.
IL-6
572G/C
-597G/A Fan D. M.
-174G/C etal., 2017
Miembro de la familia
de las quimiocinas
. . +781C/T
IL-8 CXC proinflamatoria. 35, 5y 4q13-q21 China b e
rincipal quimio- 4073A/T etal.,
atrayente para los
neutréfilos.
Citocina heterodimérica .
dela familia IL-12 / 1L6. 1517855750 China Cpenbetal
rs153109
IL-27 Activa una variedad 16p12.1-p11.2
de obJetlvf)s celulares, rs153109/ China Lui B. et al.,
lo que mejora las CcC
R . . 2016
reacciones inflamatorias.
Factor de necrosis
tumoral alfa. G-308A Tavakkol
FNT alfa . . 6p21.3 Irdn A.Z. etal,
Citoquina 2016
proinflamatoria. G-238A
Activacién endotelial.
Continia...
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Gen Funcién SNP Ubicacidn Poblacién Autor

Interactda con proteinas
del complemento para
formar el complejo de  s7444800
Co ataque de membrana 5pl13.1 China
(MAC), que crea poros  rs4957381
en las membranas e
induce la lisis celular.

Wu W.
etal., 2016

El sistema del
complemento, rs2287845
involucrado en
C3 la generacién de 15366510 19p13.3 Finlandia
inflamacién, apoptosis
y eliminacién de 152287848
Mmicroorganismos.

Lokki A. 1.
etal., 2017

Elaboracién propia.
Principales genes que regulan la funcidn endotelial y proteinas vasoactivas

El proceso de invasién del citotrofoblasto extravelloso en las arterias espirales, se
acompana de una transicién epitelial a endotelial que involucra factores angiogénicos
y factores que regulan la funcién capilar. Se han identificado polimorfismos de
los diferentes genes implicados en la remodelacién y funcién endotelial, genes del
sistema renina-angiotensina aldosterona (sistema que regula la presién sanguinea)
y en los genes que codifican informacién sobre proteinas vasoactivas y cambios
hemodindmicos, que participan en la patogenia de la preeclampsia.

Enzima convertidora de angiotensina (ECA) y angiotensinégeno (AGT)

El polimorfismo en el intrén 16 insercién/delecién (I/D) de la enzima convertidora
de angiotensina ECA, se asocia a cambios en su actividad. En un metandlisis de
polimorfismos de genes vaso-activos relacionados con preeclampsia, se reporta que
el snp de I/D de la eca, demostré significancia estadistica cuando se considerd el
polimorfismo bajo el modelo recesivo (OR 1.51, IC del 95%: 1.17-1.94) con la
presencia de preeclampsia, sin embargo otros estudios realizados en una poblacién
china e hispana, no encontraron una asociacién significativa de la delecién con la
preeclampsia. En el mismo estudio se identificé una asociacién estadisticamente
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significativa para el polimorfismo del gen del angitotensinégeno AGT M235T
(potente vasoconstrictor, precursor de la angiotensina 11, principal sustrato del
sistema renina-angiotensina-aldosterona que regula la homeostasis de sodio-agua,
que en condiciones normales regula en flujo sanguineo feto-placentario) y el
desarrollo de preeclampsia si el polimorfismo se considera bajo el modelo genético
dominante (OR 1.65, IC 95%: 1.19-2.29), y (OR 1.54, IC 95% 1.12-2.11) bajo
el modelo recesivo (Medica et al., 2007). Algunos anos mds tarde, un metandlisis
informé un riesgo mayor de preeclampsia para el polimorfismo de ACE rs4646994
(OR = 1.17; IC 99%: 0.99-1.40), y para el snp AGT rs699 (OR = 1.26; IC 99%:
1.00-1.59) (Staines et al., 2012). En tanto para el sn\e AGT M235T, el genotipo
TT se socié al desarrollo de preeclampsia (OR 1.61, IC 95% 1.22-2.14, p = 0.001)
en una poblacién caucdsica y mongola, pero no para la poblacién africana (Lin et
al., 2012). Un estudio en Polonia evalué el riesgo de preeclampsia e hipertensién
gestacional; el genotipo CC del polimorfismo AGT M235T aumentd el riesgo de
hipertensién gestacional (Kusmierska et al., 2015).

Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

El 6xido nitrico (NO) es un importante regulador de la vasodilatacién y remodela-
cién vascular, sintetizado por la enzima éxido nitrico sintasa endotelial eNOS
(por sus siglas en inglés, endothelial nitric oxide synthase); es trascendente para el
mantenimiento de la vasodilatacién sistémica materna y la reduccidn de la reactividad
vascular durante el embarazo normal. En numerosos estudios se ha comprobado
una disminucién del NO endotelial en los trastornos hipertensivos del embarazo
complicados con preeclampsia. El gen eNOS 3 estd ubicado en el cromosoma
7q35-q36. Se identifica una asociacidn significativa del polimorfismo del gen G298A
eNOS vy la presencia de preeclampsia, en un andlisis de biomarcadores del estrés
oxidativo: malondialdehido (MDA) y los niveles del éxido nitrico (NO), la variacién
intergenotipica de los niveles de NO y MDA resulté ser significativa (p = <0.001)
(Sharma et al., 2011). En tres metandlisis en los dltimos seis afios, se analizaron 3
polimorfismos de eNOS y el riesgo de preeclampsia, asi como la concentracién sérica
de NO; se concluy6 que el polimorfismo T-786C estd relacionado con el aumento del
riesgo de preeclampsia en el modelo dominante (OR =1.17,1C del 95% = 1.02-1.35),
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un alelo para 4 b/a muestra alto riesgo de preeclampsia (OR = 1.46, IC 95% = 1.01-
2.10) (Dai et al., 2013). El polimorfismo homocigoto TT de G894T se asoci6 con el
riesgo de preeclampsia (OR = 1.17, IC 95%: 1.01-1.36) en una poblacién caucdsica,
asidtica e hispana; y un (OR = 1.46, IC 95% = 1,21-1,77, p <0.001) en poblaciones
no asidticas. El genotipo CC de T-786C también se asocié con un mayor riesgo de
preeclampsia (OR = 1.30, IC 95% = 1.07-1.58, P = 0.034) en caucdsicos y africanos.
Para el andlisis alélico de la variante 4 b/a, del alelo b mostré una significacién negativa
(OR = 0,55; IC del 95%: 0,36-0,84) (Chen et al., 2012; Zeng et al., 2016).

Proteinas que regulan la angigénesis

La angiogénesis, la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes,
es esencial para un embarazo exitoso. El factor de crecimiento vascular endotelial
VEGF (por sus siglas en inglés, Vascular Endothelial Growth Factor), el factor de
crecimiento placentario PIGF (por sus siglas en inglés, placenta growth factor) y su
receptor de tirosina quinasa 1 similar a Fms sFlt-1 (por sus siglas en inglés, soluble
fms-like tyrosine kinase 1) estimulan la vasculogénesis placentaria y la angiogénesis;
la interaccién que conduce a niveles circulantes disminuidos de PIGF y de VEGF y a un
aumento de sFtl-1 se han reportado en las mujeres preeclimpticas con el desarrollo de
proteinuria e hipertensién.

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El gen del vEGF que modula el ciclo celular, la migracién y la diferenciacién endotelial
se localiza en el cromosoma 6p12. Se han mencionado polimorfismos de nucledtido
tinico del gen VEGF y el riesgo de preeclampsia en poblacién afroamericana y caucd-
sica: Los sNps de VEGF C 1514857606, rs6838834 y rs7664413, se asocian al desarrollo
de preeclampsia (OR = 1.56,1C 95%, 1.05-2.30; p = 0.03), (OR, 1.60, IC 95%, 1.05-
2.45; p =0.03) y (OR = 2.04, IC del 95%, 0.99-4.17; p = 0.04) respectivamente; asi
mismo, el sNP del gen Flt-1 rs12584067 (OR = 1.55, IC 95%, 1.01-2.36; p = 0.05)
y 1s7335588 y (OR = 1.61, IC 95%, 1.06-2.43; p = 0.01) se asocian al riesgo de
preeclampsia en mujeres africanas; los SNps 15722503 (OR = 2.12, IC 95%, 1.07-4.19;
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p = 0.03) y Flt-4 rs307826 (OR = 3.006, IC 95%, 1.18-7.91; p = 0.01) en mujeres
caucdsicas desarrollan preeclampsia (Srinivas et al., 2010). Mientras, en un estudio en
poblacién mexicana, mostré que los polimorfismos rs699947 (-2578C/A), rs1570360
(-1154G/A), rs2010963 (+ 405G/C) y rs25648 (-7C/T), no se asocia a preeclampsia
(Garza et al., 2011). En un metandlisis con un total de 1069 casos de preeclam-
psiay 1315 controles, menciona que el VEGF +936C/T (T frente a C, OR = 1.52, IC
95% =1.08-2.12) y el polimorfismo -634G/C (C frente a G) (OR = 1.24, IC 95% =
1.03 -1.50) se asociaron con el riesgo de preeclampsia, mientras que el polimorfismo
VEGF -2578C/A y -1154G/A no tuvieron asociacién (Cheng et al., 2013). En un
estudio reciente de poblacién caucdsica se correlaciond el polimorfismo de VEGE y
la severidad de la preeclampsia, el genotipo DD VEGF -2549 fue significativo en las
mujeres con preeclampsia grave (OR = 2, IC 95%, 1-3.7; p = 0.04), la frecuencia de
los genotipos VEGF -634 GC y CC fue mayor en las mujeres con preeclampsia severa
(OR = 5.9, IC 95%, 1.9 - 18.2; p = 0.002) y (OR = 3.2, IC 95%, 1.7-6.1, p = 0.001)
respectivamente. La frecuencia del haplotipo DGC de los polimorfismos VEGF -2549
(rs35569394), -1154G/A (1s1570360) y -634G/C (rs2010963) se asocié con un
riesgo 2.9 veces mayor de preeclampsia (OR = 2.9, IC 95%, 1.6-5.3; p = 0.0005). La
frecuencia del haplotipo IAG fue significativamente menor, con potencial de ser un
factor protector contra la susceptibilidad a la preeclampsia (Keshavarzi et al., 2017).
Estas diferencias resaltan la variabilidad e implicaciones de la presencia o ausencia de
SNP en diversos grupos étnicos.

Factor de crecimiento transformador-f31 (TGr-£81)

Elfactor de crecimiento transformador-81 TGr-£81 (por sus siglas en inglés, transforming
growth factor beta 1) regula el crecimiento y la diferenciacién del trofoblasto (incluida
la regulacién de la invasién de citotrofoblastos extravellosos), la adaptacién inmune
materna al embarazo y la remodelacién vascular. La regién de codificacién del gen
TGF-f81 consiste en 7 exones y 6 intrones, su ubicacién cromosémica es 19q13.2.
Se ha informado que el polimorfismo 788C/T (Thr 263 Ile) del gen TGEF-81 es
un factor importante que media el riesgo de preeclampsia (Khani et al., 2015). El
genotipo TT del polimorfismo 869T/C es un factor protector de la preeclampsia
grave en una poblacién del norte de México (Aguilar Duran et al., 2014). En un
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estudio en la India, los polimorfismos TGF-§1 C-509T y T869C revelaron una
influencia significativa en el riesgo de preeclampsia (p = 0.01 y p = 0.002, para los
polimorfismos respectivamente); bajo el modelo dominante, el genotipo CT del
polimorfismo TGF-81 C509T mostré un alto efecto protector, mientras que para los
haplotipos TT y CC de la misma variante, parece ser un genotipo predisponente
de preeclampsia (OR = 4.72; p = 0.031) y (OR = 5.39; p = 0.03) respectivamente;
ademds, se observé un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los dos polimorfismos
(Deepthi et al., 2015).

Factor 1 derivado de las células del estroma (SDF-1)

Elfactor 1 derivado de las células del estroma SDE-1 (por sus siglas en inglés, stromal cell-
derived factor 1) ha sido involucrado en el riesgo de preeclampsia en la vasculogénesis
de novo y la angiogénesis, un proceso clave en la placentacién. Localmente aumenta
la vasculogénesis y posteriormente contribuye a la isquemia-neovascularizacién. Se
informa la asociacién del polimorfismo spr-1 3’A 0 G801A (rs1801157) y la presencia
de preeclampsia; la frecuencia del genotipo GA fue mayor (OR = 2.0, IC del 95% =
1.03-3.87; p = 0.04), asi mismo, para el polimorfismo rs2228014 CXCR4 genotipo
CT (OR = 2.34, IC 95% = 1.19-4.62; p = 0.013) y el desarrollo de preeclampsia
(Karakus et al., 2017) (tabla 2).
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Tabla 2. Genes que regulan la funcién endotelial y proteinas vasoactivas

Gen Funcién SNP Ubicacidn Poblacién Autor
Metanilisis.
Enzima 1/D intrén 16 . Medica, 2007
ECA con.vertldc.ara de Alu fie 2?7 17923.3 Kusmierska-K.
angiotensina. I/D intrén 16
Urban et al.,
2015
Angiotensinégeno  Glu298Asp Metandlisis.
Met235Thr I/D )
intrén 16 Caucdsicos y 1. Medica, 2007
Precursor de la mongoles, no -
AGT angiotensina I y 15699 (M2357T), la4l en africanos Metandlisis.
principal sustrato también descrita como 1
del sistema renina- ~ M268T 0 T704C): Polonia: Lin et al., 2012
angiotensina- TT caucdsica
aldosterona. Kusmierska-K.
Vasoconstrictror. M235T: CC Utban, etal,, 2015
) D. Sharma
India etal., 2011
Glu298Asp-786T>C Caucésica, o
Oxido nitrico asidtica, Metandlisis
sintasa endotelial. -786T> C, 4b/a hispana Dai L 2013
Implicada en la aletal,
eNOSINOS3 remodelacién El alelo del intrén 4a, 7935-436 Cauciésica, o
vascular y la G894T asidtica, Mertandlisis
vasodilatacién. -786T> C: CC hispana Chen etal,,
G894T: TT 2012
Caucisicos y Metandlisis
africanos Zengetal.,
2016
S. K. Srinivas
rs1485766 Afroameri- etal,, 2010
Factor de crecimien- rs6838834 canas -
to endotelial vascu-  rs7664413 Caucisicas Metandlisis.
VEGE lar. Modula el ciclo  rs2010963(-634G/C) 6012
celular, la migracién  rs3025039(+936 C/T) P Caucisica, D. Cheng
y la diferenciacién rs2010963(-634G/C) asidtica, ecal, 2013
endotelial. 35569394 (-2549) hispana
rs1570360 (1154G/A) Irdn E Keshavarzi
etal., 2017
Flr-1 Tirosina quinasa rel-  rs12584067 13q12.3 Africanas S. K. Srinivas
acionada con FMS. rs7335588 etal., 2010
Muestra la actividad  rs722503
de la proteina tirosi-  Fl+-4 rs307826 Caucdsicas
na quinasa.
Continia...
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Gen Funcién SNP Ubicacidn Poblacién Autor

TGE-B1 Factor de C509T y T869C 19q13.2 India G. Deepthi
crecimiento etal, 2015
transformante
beta 1. 788C/T (Thr 263 Ile) Irdn M. Khani

etal, 2015
Inhibidores potentes
de la diferenciacién ~ T869C:TT México M. Aguilar
y migracién del etal, 2014
trofoblasto.

Factor 1 derivado
SDEF-1 de las células del rs1801157 G801A
estroma.

S. Karakus

10q11.21  Turquia etal, 2016

Participa en la
CXCL12 vasculogénesis y 152228014 CXCR4
angiogénesis.

Elaboracién propia.

Genes implicados en el estrés oxidativo

En la actualidad se ha establecido el papel del estrés oxidativo en la etiopatogenia de
la preeclampsia, éste se define como el resultado del desequilibrio entre la produccién
de especies reactivas de oxigeno y la defensa antioxidante. A nivel placentario, las
vellosidades placentarias se encuentran expuestas a concentraciones fluctuantes
de oxigeno. Se produce una invasién defectuosa del trofoblasto, produciendo una
intermitencia del flujo sanguineo arterial, el estrés oxidativo surge de tales lesiones
hipéxicas y de reoxigenacién, estimulando la apoptosis del sincitiotrofoblasto que
da como resultado una alteracién de la funcién placentaria caracteristica de la
preeclampsia. La reduccién de la perfusién debido a la placentacién aberrante y la
invasién superficial de trofoblasto, desencadena una condicién de estrés oxidativo
placentario y conduce a una respuesta inflamatoria intravascular y disfuncién
endotelial sistémica materna (Matsubara et al., 2015; Sdnchez et al., 2014).
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Glutatién S-transferasa (GST)

Dentro de los sistemas antioxidantes, la glutatién S-transferasa (GST) ha sido
ampliamente estudiada en asociacién con el riesgo a preeclampsia. Las glutatién
S-transferasa son una familia de enzimas de desintoxicacién esenciales para la
proteccién celular contra el estrés oxidativo, asi como la biotransformacién de
xenobidticos y carcindgenos; ademds, poseen una amplia gama de sustratos tales
como radicales alifdticos y heterociclicos. La familia de GST ha sido asignada en
ocho clases distintas: alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta (Seidegard,
1997). La clase mu codificada por el gen GSTM1 se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p13.3), la clase theta codificada por el gen GSTT1 se encuentra en
el brazo largo del cromosoma 22 (22q11.23), la clase pi GSTP1 se ubica en el brazo
largo del 11 (11q13.2). La clase alfa y zeta (GSTA1 y GSTZ1) se localizan en el
brazo corto del cromosoma 6 (6p12.2) y brazo largo del cromosoma 14 (14q24.3)
respectivamente. Se han descrito polimorfismos de los genes de la GST y su relacién
con la preeclampsia, lo que lleva a pensar en una menor capacidad de desintoxicacién
placentaria.

Para ambos genes GSTM1 y GSTT1 muestran una delecién homocigética
heredada (genotipo nulo) que da como resultado la ausencia virtual de actividad
enzimdtica en individuos con dichos genotipos (Hayes y Strange, 2000). En un
metandlisis de 5 estudios identificados, donde se incluyeron 1217 mujeres embrazadas
(515 con preeclampsia y 702 controles) en relacién con los polimorfismos de GSTM1
y GSTT1, no se asociaron con susceptibilidad a preeclamsia (Anvar et al., 2011). En
México, se informé que el polimorfismo nulo GSTT1 mostré un riesgo significativo
de preeclampsia (OR = 2.21, IC 95% = 1.14-4.27, p = 0.018); ademds, este riesgo se
incrementé con la combinacién de ambos polimorfismos nulos de GSTM1 y GSTT1
(OR = 4.56, IC 95% = 1.59-13.09, p = 0.005) (Sandoval et al., 2014). En contraste
con la poblacién asidtica, se reporté que la presencia de genotipos nulos de GSTT1
y GSTMI1, mostraron un riesgo disminuido de preeclampsia (OR = 0.470, IC
95% = 0.255-0.866, p = 0.015) (Guan et al., 2016). El contraste de dichos resultados
puede explicarse por la gran heterogeneidad genética en la poblacién mexicana
mestiza en comparacién con las poblaciones caucdsicas o asidticas. Recientemente
se ha propuesto la asociacién entre el polimorfismo GSTAL -69C/T (rs3957357)
y el riesgo de hipertensién gestacional (Lorio et al., 2015). En un estudio Irani, se
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identificé que el polimorfismo G42A de GSTZ1 disminuyd el riesgo de preeclampsia
(OR =0.24, IC 95% 0.08-0.73; p = 0.012) (Saadat et al., 2012).

Superédxido dismutasa (SOD)

La superdéxido dismutasa (SOD) es una enzima implicada en la conversién de
radicales superéxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno. Hay tres isoformas, una
dependiente de manganeso localizado en las mitocondrias y codificada por Mn-SOD
o el gen SOD2 (cromosoma 6q25.3). Las otras dos formas que contienen cobre/zinc
se localizan en el citoplasma o extracelularmente y estdn codificadas por CuZnSOD
o SODI1 (cromosoma 21q22.1) y el gen EC-SOD o SOD3, respectivamente
(cromosoma 4p16.3-q21) (Faraci y Didion, 2004).

En el estudio realizado en una poblacién mexicana maya-mestiza, describe que los
polimorfismos MTHER 677T y GSTP1 313G confieren un riesgo significativamente
menor de desarrollar preeclampsia (Canto et al., 2008); mientras que en Egipto,
concluyen que las mujeres portadoras del alelo Val (G) de GSTP1 A313G son
mds susceptibles a la preeclampsia, ya sea en el estado homocigoto o heterocigoto
(OR =4.712, IC 95% = 2.178-10.193; p= 0.0001), en cambio el polimorfismo del
gen Mn-SOD (rs4880) no tuvo significancia (Alaa et al., 2015). En una poblacién de
mujeres hdngaras, se propone el papel del polimorfismo de nucledtido dnico SOD3
A40T en el riesgo de preeclampsia complicada de restriccién del crecimiento fetal
(Rosta et al., 2009); en tanto que, en mujeres rumanas, se encontré que los polimor-
fismos Ala-9Val (Mn-SOD) y Arg213Gly (EC-SOD), se asociaron significativamente
con la preeclampsia (OR =5.99, p = 0.004) y (OR = 4.23, p = 0.027) respectivamente
en asociacién con los genotipos Val/Val y Gly/Gly (Procopciuc et al., 2012).

Glutation peroxidasas (Gpx)
Las glutation peroxidasas (Gpx) son enzimas que reducen el peréxido de hidrégeno
e hidroperéxidos de lipidos en agua libre o los correspondientes alcoholes no

reactivos, usando GSH como cosustrato obligado para proteger al organismo del
dano oxidativo (Sdnchez et al., 2014). Las Gpx estdn codificadas por la familia de
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genes GPx relacionados filogenéticamente, ubicados en diferentes cromosomas; las
mds estudiadas por su relacién a la susceptibilidad de preeclampsia son la GPx-1,
localizada en el cromosoma 3p21 y la GPx-4 (participa en otras funciones, como la
fertilidad masculina y la apoptosis), cuyo gen se ubica en el cromosoma 19p13.3.
El polimorfismo de rs713041 de la GPx-4 estd asociado el desarrollo de preeclamsia
leve, grave y de aparicién temprana en una poblacidn asidtica; el alelo C tiene el
mayor riesgo de preeclampsia (y* = 12.292, p = 0.002 por genotipo; OR = 1.216, IC
95% 1.084-1.365) (Peng et al., 2016).

Figura 1. Genes del estrés oxidativo involucrados en el riesgo de preeclampsia

GST (Glutation S Transferasa), SOD (Superéxido Dismutasa), GPX (Glutation Peroxidasa), EPHX (Epéxido
hidrolasa microsomal)

Elaboracién propia.

Principales genes implicados en las trombofilias y el metabolismo en el embarazo
relacionados con el riesgo de preeclampsia

Las trombofilias asociadas al embarazo aumentan el riesgo de tromboembolismos en

las vellosidades palcentarias y a la apoptosis del citotrofoblasto endovascular (arterias
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espirales), aunado a una actividad procoagulante que contribuye al desarrollo de
preeclampsia y a complicaciones del embarazo como pérdida gestacional recurrente,
parto prematuro y restriccién en el crecimiento intrauterino.

Factores de cogulacién especificos: factor v de Leiden, protrombina y factor activador
del plasmindgeno

Se han reportado polimorfismos de nuclétido tinico en genes que codifican factores
de cogulacién especificos. Los sNP del factor v de Leiden de la coagulacién (factor
FVL) G1691A y la protrombina (PT) G20210A PT 20210, se han evaluado con
resultados inconsistentes, ambos genes localizados en el cromosoma 1q23 y 11p11
respectivamente. Un metandlisis de poblacién asidtica, retine estudios reportados de
estos polimorfismos y su asociacién con el desarrollo de preeclampsia, se encontré una
asociacion del polimorfismo de la protrombina G20210A y el riesgo de preeclampsia
(OR = 1.81; IC del 95%: 1.25-2.63) y para preeclampsia grave (OR = 3.02; IC del
95%: 2.06 - 4.45). Mientras tanto, para el SN del factor v Leiden y la preeclampsia
(OR = 1.60; IC del 95%: 1.28-2.00) y (OR = 2.45; IC del 95%: 1.63-3.69) para
los casos de preeclampsia grave (Wang et al., 2014); mientras un estudio en México,
reporta resultados de no asociacién para el desarrollo de preeclampsia para el sne FVL
(Dévalos et al., 2005). El genotipo GA del polimorfismo FV G1691A fue mayor en
la preeclampsia de aparicién temprana en comparacién con la preeclampsia de inicio
tardio (OR 2.8; IC del 95%: 1.1-7.2; p = 0.034) de acuerdo a lo informado por (Salimi
et al., 2015). El polimorfismo del activador del inhibidor del plaminégeno-1 par-1
(por sus siglas en inglés, Plasminogen Activator Inhibitor-1), que como mecanismo
propuesto es un regulador clave de la actividad fibrinolitica enddgena, del endotelio
activado, promueve la trombosis arterial o intercelular espiral que reduce la perfusién
placentaria. El pal-1 (-675 4G/5G), en un metaandlisis reporté una asociacién del
gen recesivo (OR = 1.28; IC 95%: 1.09-1.50); y del gen dominante (OR = 1.21, IC
95%: 1.01-1.44) para preeclampsia (Morgan et al., 2013), en tanto el metandlisis
que describe el papel de varios polimorfismos para preeclampsia reporta que sélo el
polimorfismo PAI-1 4G/5G (modelo recesivo) fue respaldado por una fuerte evidencia
de una contribucién a la patogénesis de la preeclampsia (Giannakou et al., 2018).
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Enzimas que participan en el metabolismo de la homocisteina

La metilentetrahidrofolato reductasa MTHER (por sus siglas en inglés, methylenete-
trahydrofolate reductase), la metionina sintasa MTR (por sus siglas en inglés,
5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase) y la metionina sintasa
reductasa MTRR (por sus siglas en inglés, 5-Methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase reductase) son enzimas importantes en el metabolismo de la
homocisteina (metilacién de la homocisteina a metionina); los genes de dichas
enzimas se ubican en los cromosomas 1p36.22, 5p15.31 y 1q43 respectivamente
(Barbosa et al., 2008).

El folato y la metionina son esenciales para el desarrollo placentario y fetal.
Una alteracién en la expresién de la enzima como su actividad reducida, provoca
hiperhomocisteinemia, la cual se ha descrito como un factor de riesgo para la
preeclampsia y como un promotor de la disfuncién endotelial en la enfermedad
de microvascularizacién placentaria. En una poblacién caucdsica, se obtuvo que el
genotipo MTHFR A1298C tenfa 1.6 veces mds probabilidades de sufrir preeclam-
psia (OR = 1.6, IC 95%: 1-2.5); p = 0.02), el genotipo MTHFR 677T homocigoto
TT se asocié con la preeclampsia de inicio temprano (OR = 1.9, IC 95% 1-3.7; p =
0.047), mientras que para el alelo MTHFR 1298C AC + CC (OR = 3.4, IC del 95%:
1.7-6.8); p = 0.001) se asocio al desarrollo de preeclampsia. Se observé una inter-
accién significativa entre los alelos MTHFR C677T y MTHER A1298C (OR 6.3, IC
95%: 2.5-14.7; p = 0.002) para el riesgo de preeclampsia (Salimi et al, 2015); asi
mismo, se evaluaron en una poblacién hispanoamericana los mismos polimorfismos
y se obtuvo, que el genotipo CC mutante del polimorfismo A1298C, se asocié a un
mayor riesgo de presentar preeclampsia (OR: 25.3, IC 95%: 3.53-512.4; p = 0.0001)
(Chedraui et al., 2014).

En un metandlisis de 51 estudios, detectaron asociaciones significativas entre
el polimorfismo MTHER C677T y el riesgo de preeclampsia en la poblacién general
para TT vs. CC (OR = 1.280, IC 95%: 1.074-1.525); en una poblacién caucdsica
para el modelo dominante (OR = 1.136, IC 95%: 1.022 - 1.263), y en una poblacién
de Asia oriental para TT frente a CC (OR 2.199, IC 95%: 1.366-3.924); no se
detectaron asociaciones en América Latina, el sur de Asia y las poblaciones de Africa
(Wang et al., 2013). Dos anos mds tarde, un metandlisis de 54 estudios, donde se
evaluaron 7398 casos y 11 230 controles para MTHFR C677T, reporta una asociacién
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para riesgo de preeclampsia T vs C (OR = 1.157, IC 95%: 1.057-1.266; p = 0.002),
TT + CT vs CC (OR = 1.165, IC 95%: 1.049-1.293; p = 0.004), TT vs CT + CC
(OR = 1.371, IC 95%: 1.163-1.63; p <0,001) para poblacién caucdsica y asidtica
(Wu et al., 2015). Mientras tanto, en un estudio reciente reporta que el alelo menor
(G) del snp intrénico rs17367504 en el gen MTHER, se asoci6 con un efecto protector
sobre la preeclampsia (OR = 0.65, IC del 95% 0.53-0.80) en poblacién noruega
(Thomsen et al., 2017). Al analizar una asociacién entre el SN MTHFR 67771 y
GSTP1 313G (genotipo GG y AG) en una poblacién mestiza, sefiala un riesgo
significativamente menor de presentar preeclampsia (OR = 0.266, IC 95%: 0.115-
0.705; p = 0.007) y (OR = 0.316; IC 95%: 0.134-0.744; p = 0.008) respectivamente
(Canto etal., 2008). En Polonia, se observé una mayor frecuencia del genotipo 66GG
y el alelo 66G del polimorfismo MTRR 66A>G en las mujeres con preeclampsia
(Seremak et al., 2017). Es interesante resaltar el contraste de éstos resultados, ya que
establece la importancia de la heterogeneidad del grupo étnico correspondiente.

Catecol-O-metiltransferasa (COMT)

La catecol-O-metiltransferasa (COMT), es una enzima que cataliza la O-metilacién
de diversas hormonas circulantes, como las catecolaminas y los catecol estrégenos.
Metaboliza ciertas formas de estradiol circulante a 2-metoxiestradiol (2-ME). La
invasién citotrofobldstica estd modulada por 2-ME durante condiciones hipdxicas
(Hernandez et al., 2013). El gen de COMT se localiza en el cromosoma 22q11.21.
El polimorfismo COMT GG675A (rs4680) se ha asociado con preeclampsia.
Se reporta un riesgo de preeclampsia para MET/Met de COMT fetal (OR =
3.22,95% CI 1.01-10.28) y (OR 0f 8.65 (95% CI 1.21-61.60) para TT MTHER fetal en
poblacién caucdsica (Pertegal et al., 2016). En tanto un metandlisis reciente realizado
en Irdn, que incluyeron 6 estudios con 2596 casos y 4223 controles, los resultados
indican, que el polimorfismo COMT Vall58Met se asocié significativamente con
el aumento del riesgo de preeclampsia en el genotipo recesivo (AA vs AG + GG:
OR = 1.522, IC 95%: 1.089 - 2.127; p = 0.014) y genotipo dominante (AA vs.
GG: OR = 1.605, IC 95%: 1.102 - 2.336; p = 0.014) (Taravati et al., 2017). Asi
mismo, en México, se encontrd un riesgo para preeclampsia para el genotipo AA de
COMT G675A (OR: 2,69, IC 95%: 1.00 a 7.22), la interaccién entre los genotipos
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COMT 675AA y MTHFR 677TT potencian el riesgo (OR: 5.21, IC 95%:
1.12-24.3; p = 0.019) (Vazquez et al., 2014). Contrariamente a lo reportado en una
poblacién asidtica, no se encontraron diferencias significativas con la presencia de

estos polimorfismos con el riesgo de preeclampsia (Zhao et al., 2016).

Cistationina-b-sintasa (CBS)

La cistationina-b-sintasa (CBS) es una enzima clave en la via de transulfuracién,
que cataliza la primera etapa limitante de la velocidad mediante la conversién
de la homocisteina en cistationina, también estd involucrado en la desulfuracién de
L-cistefna en sulfuro de hidrégeno (H,S); éste tltimo implicado en la regulacién del
tono vascular, la proangiogénesis, la modulacién del sistema inmune y puede actuar
como un antioxidante (Stipanuk y Ueki, 2011).

Las placentas preecldmpticas de inicio temprano muestran una expresién
disminuida del gen CBS. En una poblacién caucdsica, los snp rs12329764,
152851391, 15234713, rs234706, rs1789953 y rs11203172 del gen CBS, se
asociaron con el riesgo significativamente menor de preeclampsia en mujeres
heterocigéticas; para rs11203172 (OR 0.253, IC 95% 0.091-0.702; p = 0.008).
Las mujeres que portan el alelo minoritario T (TT/TG combinado) del sxe de CBS
1511203172 tuvieron un riesgo significativamente menor de desarrollar preeclampsia
de inicio temprano (OR 0.267, IC 95% 0.101-0.702; p = 0.007) (Holwerda
etal., 2016).

Proteina de crecimiento especifico de detencién 6 (GAS6)

La proteina de crecimiento especifico de detencién 6 (GAS6) es una proteina
plasmdtica dependiente de vitamina K, ha sido implicado en la inflamacién sistémica
y la coagulacién, y recientemente en el riesgo de preeclampsia. El gen que codifica la
GAS 6 se ubica en el cromosoma 13q34.

De acuerdo a lo descrito en una poblacién asidtica, se repora una asociacién de
los polimorfismos de nucledtido tnico del gen GAS6 (GASG6 834 +7G/A) rs8191974
y +1332C/T rs1803628 con la gravedad de la preeclampsia. El genotipo +1332
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TT resulté ser protector del desarrollo de preeclampsia (OR = 0.271, IC del 95%
0.077-0.953; p = 0.03), en tanto que el genotipo TT del GAS6 +1332C/T confiere
un riesgo de preeclampsia grave (OR = 0.597, IC del 95% 0.416-0.855; p = 0.01)
(Ye et al., 2017).

Factor inducible de hipoxia-1a (HiF-1a)

El factor inducible de hipoxia-1a Hif-1a (por sus siglas en inglés, Hypoxia-inducible
factor 1-a), se expresa en la placenta humana en temprana del embarazo y es un
mediador clave de las respuestas de hipéxica e inflamacién; regula la expresién de
los factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento endotelial vascular,
implicados en el desarrollo de la vasculatura placentaria (Rey y Semenza, 2010). El
HIF-1a se localiza en el cromosoma 14q23.2. Se ha relacionado un efecto protector
del snp HIF-1a rs11549465 y el alelo T en el desarrollo de preclampsia (OR = 0.3, IC
del 95% 0.1-0.7; p = 0.002) y en preeclampsia de inicio temprano (OR = 0.3, IC del
95% 0.1-0.7; p = 0.006) (Andraweera et al., 2014).

Figura 2. Genes implicados en las trombofilias y metabolismo en el embarazo

relacionados con el riesgo de preeclampsia

MTHEFR (mcrilcn tetrahidrofolato reductasa), MTR (metionina sintasa) y la MTRR (metionina sintasa reductasa),
cistationina-b-sintasa (CBS), Factor inducible de hipoxia-1a (HIF-1a)
Elaboracién propia.
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Localizacién cromosémica de los genes reportados en asociacién con preeclampsia

Se realizé una localizacién cromosémica de cada gen utilizando la base de datos
NCBL. Se presentan regiones de alta densidad en los cromosomas implicados en la
preeclampsia, algunos de ellos descritos en la literatura: 6p, 9q, 11p y 19q (Jebbink
et al., 2012). En esta revisién de los tltimos 10 afios se identifican 4 cromosomas
que contienen una mayor cantidad de genes implicados en la patogénesis de la
preeclampsia como el cromosoma 1 que incluye genes de expresién inmunoldgica
y genes de la funcién endotelial predominantemente, asi como el cromosoma 5. El
cromosoma 6 que alberga en su mayorfa genes del HLA, especificamente al miembro
de la molécula de HrA clase I MHC, genes relacionados al estrés oxidativo y genes
implicados en la funcién endotelial; por tltimo encontramos al cromosoma 19.

Figura 3. Localizacién cromosémica de los genes con asociacién a preeclampsia

Elaboracién propia.

Discusion
La preeclampsia es un trastorno multisistémico y multifactorial complejo con un

componente genético poco claro. En la presente revisién se evalué el papel de los
polimorfismos genéticos en la preeclampsia; se describen y presentan 45 genes, en
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su mayoria incluidos en 4 principales cromosomas que se han asociado y centrado
en el papel que desempefian en la fisiopatogénesis de la preeclampsia: disfuncién
endotelial, estrés oxidativo y trombosis placentaria.

Particularmente, se observé que la poblacién mayormente estudiada ha sido
la caucdsica, asi como la asidtica. De manera particular al papel que desempefian
los polimorfismos de los genes mencionados, la mayoria de ellos, expresa un riesgo
positivo para el desarrollo de preeclampsia en una etapa temprana del embarazo,
algunos otros relacionados con una etapa tardia. Hay estudios de asociacién entre
los genes involucrados, con incremento para el riesgo de preeclampsia. Asi mismo,
se describen genes que confieren un efecto protector para este sindrome inflamatorio
multisistémico. De acuerdo a lo anterior se establece la importancia de la hetero-
geneidad de cada grupo étnico correspondiente, aunado a la diferente expresién
genética en las poblaciones que explican la base de la gran diversidad genética entre las
mismas. El resultado de identificacién de los loci de susceptibilidad de la preeclampsia,
ofrece la posibilidad de aplicar un andlisis de ligamiento amplio del genoma donde se
pueden identificar los loci de susceptibilidad y los genes candidatos.

CONCLUSION

Diversos estudios en diferentes poblaciones han identificado polimorfismos maternos
asociados con la preeclampsia a través de enfoques de genes candidatos. Se considera
de suma importancia la identificacién de las interacciones o estudios de asociacién
entre los genotipos fetal y materno, el efecto de los factores ambientales y la epistasis
genética dentro del protocolo de estudio para determinar el riesgo potencial de
preeclampsia predominantemente en la etapa temprana en poblaciones susceptibles.

La identificacién de genes candidatos, ofrecen la posibilidad de la obtencién de
un perfil genético de estudio potencial de investigacién para cada poblacién, que
conduzca a una mejor orientacién para establecer el riesgo potencial para el desarrollo
de preeclampsia y un tratamiento dirigido a embarazos de alto riesgo.
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EPIGENETICA EN CANCER: UNA OPORTUNIDAD
PARA LA PREVENCION, TRATAMIENTO Y NUEVAS
ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS
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La epigenética estudia los mecanismos involucrados en la regulacién de la expresién
génica, pero que no involucran la modificacién de la secuencia del DNA. Los
mecanismos moleculares reconocidos, incluyen eventos como la metilacién de DNA,
modificaciones de las histonas y modificaciones postranscripcionales de los RNA no
codificantes, eventos que permiten la activacién o la represién de los genes y que
estdn implicados en diversos procesos fisiolégicos. Asociadas a las modificaciones
en la expresién de los genes se integran sefales extrinsecas provenientes del medio
ambiente a la fisiologfa de los organismos, en este sentido la expresién diferencial
del genoma regula los mecanismos epigenéticos. Un conocimiento mds profundo de
las modificaciones epigenéticas y mapas epigenéticos de cada tipo de enfermedad,
permitird disefiar mejores estrategias terapéuticas.

INTRODUCCION

La epigenética involucra el estudio de los procesos de control genético influenciado
por factores diferentes al genoma propio del individuo sin modificar la secuencia
del DNA, de forma que los cambios epigenéticos pueden regular el “encendido”
o “apagado” de determinados genes que determinardn si la informacién se traduce
a una proteina (Handel, Ebers y Ramagopalan, 2010; Adalsteinsson y Ferguson
Smith, 2014).
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El término epigenética fue utilizado por primera vez en 1924 por el embriélogo
y genetista Conrad Waddigton, quien la definié como todas aquellas interacciones
hereditarias casuales entre los genes, independientes a las alteraciones de la secuencia
de DNA que dan como resultado la expresién fenotipica, esto es, la existencia de
mecanismos moleculares que estdn por encima de los mecanismos genéticos (Horisawa
et al., 2002; Goldberg, Allis y Bernstein, 2007; Hirst y Marra, 2009).

La adquisicién progresiva del conocimiento del mecanismo molecular que
determina la identidad celular, su regulacién y revertido, el que diversos organismos
tengan mecanismos moleculares comunes que contribuyen al control epigenético de
la expresién del gen, una mayor comunicacién entre diferentes ramas de la ciencia
y la mayor disposicién y generalizacién de la tecnologia necesaria, entre otros,
han contribuido a una enorme expansién de esta disciplina, siendo de interés en
numerosos y aparentemente dispares campos de la ciencia. Si bien, a lo largo de 1995
se referenciaron 114 entradas en PubMed con el término epigenetic, a lo largo de
2016 se referenciaron 7.851 nuevas entradas (De la Torre, 2017).

En consenso actual el concepto se ha redefinido, siendo la epigenética todos los
cambios heredables en la funcién de los genes sin que ocurran cambios en la secuencia
del DNA. En un principio esta heredabilidad de la informacién epigenética se
consideraba exclusiva de las células somdticas, sin embargo, se ha viso que las células
gaméticas también heredan su informacién epigenética (Peedicayil, 2006; Goldberg,
Allis y Bernstein, 2007; Handel, Ebers y Ramagopalan, 2010).

En la célula eucariota el DNA estd empaquetado en el nicleo de forma altamente
organizada (figura 1). El genoma humano tiene aproximadamente 3.000 millones de
pares de bases (adenina, timina, guanina y citosina) de DNA y se organiza en 23 pares
de cromosomas. Se estima que en el genoma humano hay unos 20.000-25.000 genes, la
organizacién de la unidad bésica y funcional de la cromatina la compone el nucleosoma,
que contiene ocho proteinas histonas y DNA enrollado (145-147 pares de bases [pb]),
las histonas han sido genéricamente denominadas como H1, H2A, H2B, H3 y H4.
Los nucleosomas a su vez forman parte de otra estructura llamada cromatosoma, y cada
cromatosoma empaqueta una media de 100 millones de pares de bases. Cada cromo-
soma es, por lo tanto, una larga cadena de nucleosomas (Corella y Ordovas, 2017).
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Figura 1. Niveles de organizacién de la cromatina en una célula eucarionte

Fuente: Arenas Huertero y Rencillas Targa, 2002.

Podemos entender a la epigenética en un sentido amplio como el puente de unién
entre el fenotipo y el genotipo, como aquello que cambia el resultado final de un
locus o cromosoma, sin necesidad de cambiar la secuencia de DNA asociada a estos.
Ejemplo de ello es la gran cantidad de células presentes en un organismo multicelular,
donde a pesar de que todas las células comparten la misma informacién genética,
durante el desarrollo del organismo se genera una amplia variedad de tipos celulares
con expresién genética y funciones diferentes (Goldberg, Allis y Bernstein, 2007).

Durante el desarrollo celular el genoma es interpretado y traducido en el epi-
genoma (informacién en DNA e histonas), dando origen a una gran variedad de
fenotipos lo que se conoce como plasticidad. En gran medida los factores ambientales
juegan un papel importante, contribuyendo junto con los defectos genéticos al
desarrollo de las enfermedades (Hirst y Marra, 2009).

En las células eucariotas los procesos o modificaciones epigenéticas son dirigidos
mediante diversas vias. La primera corresponde a la metilacién del DNA (figura
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2a), la cual es de naturaleza binaria, es un proceso normal empleado por células
de mamiferos, estd implicado en la adecuada expresién de la informacién genética de
los padres, en la inactivacién del cromosoma X, entre otros eventos. El dnico factor
epigenético que modifica directamente el DNA en mamiferos es la metilacién del
carbono 5 del anillo de citosina en los dinucleétidos simétricos CpG, modificacién
que afecta a una pequefa proporcién —algo superior al 1%-— de los restos de dcido
citidilico, pero que implica que el 70-80% de los dinucleétidos CpG estdn metilados
(Kim, Samaranayake y Pradhan, 2009; Kuroki y Tachibana, 2018).

El segundo proceso epigenético corresponde a las modificaciones en el cédigo de
histonas en la regién N terminal de sus colas (figura 2b), estas modificaciones en el
cédigo de histonas, puedes ser al menos de 16 clases, entre los cuales se puede citar
la acetilacién, metilacién, desaminacién, sumoilacién, fosforilacién, ubiquitinizacién
entre otra (tabla 1) (Bernstein, Meissner y Lander, 2007; Hirst y Marra, 2009; Handel,
Ebers y Ramagopalan, 2010).

Tabla 1. Modificaciones postraduccionales de la cromatina

Modificacién/nomenclatura Funcién
Acetilacién (lisina)/K-ac Transcripcién, reparacién, replicacién y condensacién
Metilacién (lisina)/K-mel, K-me2, K-me3 Transcripcién y reparacién
Metilacién (arginina)/R-mel, R-me2s, R-me2a Transcripcién
Fosforilacién (serina y treonina)/ S-ph, T-ph Transcripcidn, reparacién y condensacién
Fosforilacién (tirosina)/ Y-ph Transcripcidén y reparacién
Ubiquitinacién/ K-ub Transcripcién y reparacién
Sumoilacién/ K-su Transcripcién y reparacién
ADP ribosilacién/ E-ar Transcripcién y reparacion
Deiminacién/ R->Cit Transcripcién y condensacién
Prolina isomerizacién/P-cis € ->P-trans Transcripcién
Crotonilacién/K-cr Transcripcién
Propionilacién/ K-pr Desconocido
Butitilacién/ K-bu Desconocido
Formilacién/ K-fo Desconocido
Hidroxilacién/ Y-oh Desconocido

O-GlcNacilacién  (serina y treonina)/ S-GlcNAc;  Transcripcién

T-GIcNAc

Elaboracién propia
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Se ha identificado un tercer mecanismo epigenético, mediado por moléculas de
RNA altamente relacionadas (figura 2c), incluidos algunos RNA de interferencia
de bajo peso molecular (siRNA) y los micro RNA (miRNAs). Evidencia actual indica
que participan en complejos mecanismos que afectan el control de metilacién, la
modificacién de histonas, formacién de la estructura de la heterocromatina, entre
otros mecanismos (De Smedt, 2018).

Actualmente, se sabe que la asociacién entre cambios epigenéticos anormales como
la hipermetilacién del DNA, y las enfermedades tienen una importante relacién, es
posible observar que algunas alteraciones genéticas involucran un gen, mientras que
en esa misma enfermedad las modificaciones epigenéticas pueden estar involucra-

das en la regulacién de mds de un gen (Li y Tollefsbol, 2016).

Mecanismos de regulacién epigenéticos

Los proceso epigenéticos tienen tres funciones principales en las células de los
mamiferos, el primero de ellos es la contribucién a la estabilidad de los cromosomas,
lo que asegura su correcta segregacién durante la mitosis, también contribuyen a la
regulacién en el silenciamiento e inactividad de elementos repetitivos y endégenos en
el DNA y por dltimo inician y mantienen actividad o supresién de genes o de grupos
de ellos (Adalsteinsson y Ferguson Smith, 2014).

Metilacién del DNA

La metilacién del DNA es el proceso epigenético mds ampliamente estudiado,
consiste en la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosilmetionina (SAM)
al carbono en posicién 5 de la citosina, esta reaccién es catalizada por un grupo de
enzimas denominadas DNA-metiltrasnferasas (DNTMs), este proceso de metilacién
de la citosina se lleva a cabo cominmente en ciertas zonas del DNA, donde la
citosina se encuentra asociada a la guanina formando dinucleétidos que se repiten
en multiples ocasiones (CpG), formando regiones asimétricamente distribuidas de
baja o alta densidad, estas tltimas son llamadas islas CpG (Bernstein, Meissner y

Lander, 2007).
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En las células normales la metilacién del DNA ocurre fundamentalmente en las
secuencias repetitivas, incluido el DNA satélite, que no se transcriben. De hecho, hace
tiempo que, gracias a los estudios sobre la inactivacién del cromosoma X humano,
se sabe que existe una relacién causal entre metilacién de DNA y silenciamiento de
genes (Franco Vera, 2009).

Las islas CpG se encuentran asociadas a promotores de transcripcién de una gran
cantidad de genes (figura 3), las islas CpG se mantienen normalmente desmetiladas,
sin embargo, sitios esporddicos del DNA estdn normalmente metilados (menos del
4%). Las islas CpG se encuentran preferentemente en los extremos 5” del 60% de
los genes humanos y su patrén de metilacién difiere sustancialmente a la media del
genoma. Mientras que la presencia de citosina metilada en el conjunto del genoma es
proporcional a la abundancia de CpG, la mayoria de las islas CpG, por ejemplo, las
que se encuentran en los promotores de genes constitutivos no estdn metiladas y por
el contrario, la metilacién de las islas CpG se relaciona con la represién transcripcional
(Franco Vera, 2009; Gabory, Attig y Junien, 2011; Riley y Anderson, 2011).

La metilacién del DNA cumple con una gran variedad de funciones como el
silenciamiento de transposones, secuencias viricas, la represién en la transcripcién
de ciertos genes el desarrollo embrionario la transcripcién y la impronta génica
(Peedicayil, 2006; Hirst y Marra, 2009; Handel, Ebers y Ramagopalan, 2010).

La metilacién de las islas CpG en regiones promotoras estd generalmente asociada
con el silenciamiento de genes, se ha demostrado que la metilacién aberrante de genes
provoca la aparicién del cancer, debido al silenciamiento de genes supresores de
tumores (Sato et al., 2011).

Se han descrito dos tipos de mecanismos mediante los cuales la metilacién del
DNA provoca la represién transcripcional. El primero implica la inhibicién
del reclutamiento de factores transcripcionales por la metilacién del DNA. El segundo,
mds complejo, implica una relacién entre metilacién de DNA y desacetilacién
de histonas.
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Figura 2. Representacién de la metilacién del DNA, en color azul pueden verse
los grupos metilo transferidos por la DNMT en las zonas promotoras de la

trascripcién de los genes lo cual impide su expresién

Elaboracién propia.

La DNA metiltransferasa (DNMT) es la enzima involucrada en el establecimiento
y mantenimiento de la metilacién del DNA. La familia de DNMT estd constituida
principalmente por las siguientes proteinas: DNMT1, DNMT2, DNMT3a,
DNMT3b y DNMTS3L. Tradicionalmente, DNMTT1 ha sido considerada como una
metiltransferasa de mantenimiento que copia los patrones de metilacién del DNA
de la cadena parental a la nueva cadena durante la divisién celular, mientras que
DNMT3a y DNMT3b se conocen como metiltransferasas de novo, las cuales son
altamente expresadas durante la embriogénesis y pobremente expresadas en tejidos
adultos, mientras que DNMT3L se expresa durante la impronta en la embriogénesis
y se acopla a DNMT3a para que se lleve a cabo la metilacién. Actualmente, la
funcién de la DNMT2 no es clara, aunque esta enzima se encuentra en altas
concentraciones en el timo, la placenta y los testiculos (Yoder y Bestor, 1998; Peedicayil,

2006; Bernstein, Meissner y Lander, 2007a; Kadayifci, Zheng y Pan, 2018).
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Modificaciones en el cédigo de histonas

La existencia de una modificacién de las histonas que tiene lugar después del evento
de la traduccidn, las histonas pueden acetilarse reversiblemente, una reaccién que
afecta a algunas cadenas laterales de lisina, con la conversién del grupo amino, cargado
positivamente a pH fisiolégico, en un resto de acetamida carente de carga eléctrica.

Las histonas son proteinas globulares las cuales se conocen 5 tipos (H1, H3, H4,
H2A y H2B), de estas solo H3, H2A, H4 y H2B presentan dos pares de copias en
las cuales el 146 pares de bases del AND se enrollan alrededor de estas para formar el
nucleosoma (Hirst y Marra, 2009).

Se conocen al menos 16 modificaciones de histonas. Como resultado de esta
diversidad y de las distintas combinaciones que se pueden realizar, existe un gran poten-
cial de respuestas funcionales. Las modificaciones postraduccionales en las colas de
las histonas en ocasiones dan lugar a un cambio en la carga neta de los nucleosomas,
afectando a las interacciones DNA-histona. Las modificaciones de las histonas tienen
como resultado dos fendmenos: i) alteran la estructura de la cromatina mediante
la modificacién de interacciones no covalentes en los nucleosomas y entre estos (por
ejemplo para abrir la cromatina en el caso la acetilacién) y ii) interaccionan con proteinas
o complejos proteicos efectores o transductores (Dawson y Kouzarides, 2012).

Entre los cambios en el cédigo de histonas estd la acetilacién de las histonas H3
y H4, la cual se lleva a cabo por la enzima acetil transferasa de histonas (HAT por sus
siglas en inglés) que catalizan la transferencia de los grupos acetilo hacia los residuos
de lisina en las colas de estas histonas, lo que da como resultado la relajacién de
la cromatina al cambiar la polaridad del nucleosoma y por tanto las interacciones
entre el DNA vy las histonas (figura 2a), reclutando diversas proteinas reguladoras
(Bernstein, Meissner y Lander, 2007; Li, Carey y Workman, 2007).

Este cambio en la condensacién de la cromatina permite la transicién de
heterocromatina a eucromatina, asi como el acceso a factores de trascripcién. Esta
modificacién postraduccional es balanceada por la desacetilasa de histonas (HDAC,
por sus siglas en inglés) (figura 3) (Bernstein, Meissner y Lander, 2007; Li, Carey y
Workman, 2007).
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Figura 3. La trasferencia de grupos acetilo (color rojo) a los residuos de lisina (azul) mediada por la
HAT favorece un estado relajado en la cromatina, mientras que la desacetilacién de los residuos de

lisina por parte de la HDAC crea un estado de compacto en la cromatina

Elaboracién propia.

En el humano hay 18 HDAC conocidas, las cuales estdn separadas en cuatro clases.
Clase 1, Clase 11a, Clase 11b, Clase 111 y Clase 1v, de las cuales las clases 1, 11 y v son
proteinas dependientes de Zinc, mientras que la clase 111 requiere de NAD+.

Otro cambio postraduccional en el cédigo de las histonas es la metilacién de esta
pero a diferencia de la acetilacidn, la metilacién de las histonas tiene efectos variables
sobre el estado de la cromatina, esto, en gran medida, es debido al residuo de lisina
que es metilado en la cola de la histona, cuando la lisina 4 (K4) de la histona H3
es metiladala cromatina se relaja aumentando la actividad génica, por el contrario
cuando se metila el residuo de lisina 9 (K9), de la misma histona se produce un
estado de represién de la actividad génica al compactar la cromatina, se sabe que existe
una considerable interrelacién entre la metilacién del DNA y las modificaciones en
el c6digo de las histonas, modificaciones como la metilacién de las citosinas puede
incrementar la metilacién de H3-K9 de igual manera, la metilacién de esta dltima
puede promover la metilacién de las citosinas. De forma concluyente, se asocia que,
la metilacién en la lisina 4 de H3 y en las argininas 17 de H3 y 3 de H4 est4 relacio-
nada con la activacién de la transcripcién, mientras que la metilacién de las lisinas 9 y
27 de H3 y 20 de H4 se relaciona con la represién o silenciamiento de genes.

De los datos experimentales disponibles, se admite que existe un cédigo epige-
nético, que no se contrapone, sino que se superpone al cédigo genético inscrito en

el DNA, poniendo de manifiesto las potencialidades contenidas en los restantes
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componentes de la cromatina. Una particularidad del cédigo epigenético es la
interrelacién entre las diversas modificaciones de histonas y del DNA, por ejemplo,
la metilacién del DNA estd relacionada con la desacetilacién de histonas, gracias a la
existencia de proteinas capaces de reconocer la metilcitosina y que, a su vez, reclutan
histona desacetilasas. Esta interrelacién es especialmente importante, por cuanto
es la causa fundamental del silenciamiento de los genes, cuyos promotores estin
hipermetilados y estd implicada en la represién de genes supresores de tumores, que
tanta importancia tiene en el desarrollo del cdncer (Franco Vera, 2009).

RNA

Los RNA de interferencia de bajo peso molecular (siRNA, por sus siglas en inglés)
y los miRNA son considerados como un mecanismo epigenético postrascripcional que
completan los dos mecanismos anteriores, estos siRNA son complementarios al RNA
mensajero que al unirse favorecen la degradacién de este dltimo (Toyota y Issa, 2005).

Se han identificado que los miRNA son fragmentos de RNA no codificante
cercanos a los 22 nucledtidos, que regulan la expresién génica postraduccional, se
sabe que algunos de ellos pueden intervenir como complementos del mRNA, sin
embargo, su capacidad de incremento o supresién traduccional no estd completa-
mente elucidada, adicionalmente otro subtipo de miRNA estd involucrado en el
control de la expresién de importantes reguladores epigenéticos (De Smedt et al,
2018).

Se han descrito mds de 1.000 mi-RNA, que se codifican en las regiones
intergénicas o en los exones o intrones de genes codificantes de proteinas. El miRNA
se sintetiza como un largo transcrito en el nidcleo por la RNA polimerasa (figura
4). Posteriormente, es escindido por una RNAsa formando un precursor premi-
RNA, que es transportado al citoplasma por una exportina para posteriormente
ser procesado por una segunda RNAsa (Dicer). Dicer escinde el premi-RNA
produciendo moléculas de 22 bp de doble cadena de mi-RNA. Una de las cadenas se
unird a RNA-inductor de silenciamiento o RISC (RNA-induced silencing complex)
mientras que la cadena inactiva serd degradada. El grado de complementariedad entre
los mi-RNA y el RNAm serd determinante como mecanismo regulador. Una perfecta
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complementariedad con el RNAm provocard la fragmentacién del RNAm, por el
contrario, una unién imperfecta llevard a la represion translacional del RNAm, que
posteriormente podrd ser degradado o bien traducido (De la Torre, 2017).

Esta complicada red de regulacién y retroregulacién entre los miRNA y los
mecanismos epigenéticos parece ser un circuito complejo de regulacién y organizacién
de la expresion génica (Chuang y Jones, 2007; Sato et al., 2011).

Figura 4. Sintesis de los mi-RNA

Fuente: De la Torre, 2017.

Otro tipo de RNA involucrado en los mecanismos de regulacién epigenética son
los RNA no codificantes de Cadena larga (RNAlnc), son definidos como cadenas
largas de RNA (>200 pb) que no son codificantes debido a que no poseen un sitio
de reconocimiento para su lectura. Se ha observado que estdn involucrados en la
regulacién de la impronta génica, esto lo hacen interfiriendo con los mecanismos de
la transcripcién de los genes, un ejemplo de esto es HOTAIR (gen humano localizado

en el cromosoma 12, ejemplo de RNA expresado de un cromosoma que tiene influencia
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en la transcripcién de otro cromosoma), que estd involucrado en el silenciamiento del
cromosoma X y que también se ve altamente expresado en canceres metastdsicos de
mama (Chen et al., 2013; Adalsteinsson y Ferguson Smith, 2014).

Epigenética y cdncer

El papel de los mecanismos epigenéticos en las enfermedades humanas es conocido
desde hace algunas décadas, en 1983 Feinberg y Vogelstein observaron correlacién
entre el desarrollo y alteraciones epigenéticas, principalmente metilacién del DNA.
Desde entonces, se han identificado numerosas enfermedades donde el control
epigenético juega un papel importante, tal es el caso de la esquizofrenia (Peedicayil,
2006; Li y Tollefsbol, 2016).

Es bien conocido que en el cdncer existen multiples anomalias genéticas como
las mutaciones, deleciones, translocaciones, etc., que conllevan a la activacién de
oncogenes y de supresién de la funcién de miltiples genes supresores de tumores
(Duenas Gonzalez et al., 2008), por ejemplo, en los melanomas la ganancia en el
cromosoma 11p en la cual se encuentra el gen HRas promueve un aumento en
el ndmero de copias del mismo, mientras que la pérdida en el cromosoma 9p
que resulta en la pérdida de expresién de pl6 que regula la via de ATP-asa HRas,
involucrada en la regulacién de la divisién celular (Bauer y Bastian, 20006).

En células normales la metilacién del DNA provee un mecanismo estable de
silenciamiento en la regulacién de los genes, asi como en la estructura de la croma-
tina, mientras que la mayoria de las regiones CpG en el genoma estdn metiladas, la
mayorfa de las islas CpG usualmente estdn desmetiladas durante el desarrollo y la
diferenciacién de tejidos, después de la diferenciacién algunas islas CpG permanecen
metiladas (Sharma, Kelly y Jones, 2010). Por su parte, el cédigo de histonas deter-
mina la estructura y actividad en diferentes regiones de la cromatina. En otras
palabras, casi todas las células en nuestro cuerpo tienen el mismo genotipo,
sin embargo, presentan enormes diferencias en su fenotipo, esto en cierta medida
se debe a las diferencias en el epigenoma en cada una de ellas (Handel, Ebers y
Ramagopalan, 2010).

En el progreso y desarrollo del cdncer los mecanismos epigenéticos o altera-

ciones en estos mecanismos pueden dar como resultado una inapropiada activacién o
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inactivacién de multiples vias de sefializacién que dan como resultado el desarrollo de
la enfermedad. En el cdncer los patrones epigenéticos se encuentran alterados de una
manera aberrante, estos cambios o epimutaciones en conjunto con las alteraciones
genéticas, juegan un papel importante en la iniciacién y desarrollo del cdncer. El
epigenoma del cdncer se caracteriza por cambios globales en la metilacién del DNA
y en los cambios postraduccional en el c6digo de histonas, estos cambios resultan en
una desregulacién global en los patrones de expresién de los genes lo que conduce
al desarrollo y progresién de la enfermedad, a diferencia de las células normales, las
células cancerosas presentan una hipometilacién global e hipermetilacién regional en
las islas CpG (Sharma, Kelly y Jones, 2010; Toh, Lim y Chow, 2017).

En el cdncer la hipometilacién global en oncogenes y la hipermetilacién en genes
que se encuentran involucrados en el control de la proliferacién celular, favorece la
progresién del cdncer y el desarrollo de metdstasis, estos procesos en conjunto actiian
como mecanismo alterno a las mutaciones que inactivan genes supresores de tumor y
activan oncogenes (Toyota y Issa, 2005b; Johnson et al., 2015).

Procesos malignos como el linfoma folicular se caracterizan por mutaciones
recurrentes en las metiltransferasas de histonas MLL2 en cerca de un 80% de los
casos. De manera similar, la UTX, una histona desmetilante se ha encontrada
mutada en mds de 12 tipos diferentes de cdncer. Estudios citogenéticos, asi como
los avances en los estudios genémicos de varios tipos de cdncer, han demostrado
la aparicién recurrente de translocaciones y mutaciones en el cédigo de un largo
nimero de enzimas metilantes o reguladoras de la metilacién de DNA, reguladores
de la modificacién de histonas, metiltransferasas, desmetilasas, kinasas y complejos
de remodelacién de cromatina (también llamadas SWI/SNE, por sus siglas en inglés:
the switching defective/sucrose nonfermenting family) (ver tabla 2) (Sen et al., 2017).

Las lesiones genéticas en los modificadores de la cromatina y las alteraciones
globales en los mecanismos epigenéticos, no sélo estdn implicados en el papel causante
del cdncer, proveen ademds un blanco para la intervencién terapéutica (Marks, Olson

y Fernandez Zapico, 2016).
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Tabla 2. Modificaciones epigenéticas y enfermedades relacionadas

Enzima Mutacién Tumor

Reguladores de metilacién de DNA

Metiltransferasas DNMT3A C,D,S,E LMA, EMP, SMD
Hidroximetilacién y derivados TET1/ T/C,S,.D LMA/
TET2 LMA,EMPSMD,LMMC

Reguladores de la modificacién de histonas

KAT3A(CBP) CT.S,.D LMA, LLA, LDCB, LNHB, CCT

KAT3B (p300) C,T,S,D LMA, LLA, LDCB, CCT, Colonorectal,
mama, pancredtico

KAT6A (MOZ) T LMA, SMD,

KAT6B (MOREF) T LMA, leiomioma de ttero

Modificaciones en Metiltransferasas

KMT2A (MLL1) T, TP LMA, LLA, CCT

KMT2B (MLL2) S,D,C Meduloblastoma, LCBD, LF
KMT2C (MLL3) S Meduloblastoma, CCT, mama
KMT3A C D,S, E Renal, mama

KMT3B T LMA

Modificaciones en Desmetilasas

KDM5A T LMA
KDMs5C S,D,M Renal
KDMG6A De, S, D, E LMA, CCT, Renal, MM
Kinasas
ATM De, C,S,D,E Meduloblastoma, glioma, LMA, LLA
JAK2 T.C LMA, LLA, SMP
PIM1 T LNH

Complejos remodeladores de cromatina (SWI/SNF)

BRG1 S, D, C, De Pulmén, meduloblastoma, mama, préstata,
pdncreas

ARID1A S,D,C, T Endometroide, renal, gdstrico, mama,
meduloblastoma

ARID1B D, C, De Mama

ARID2 S,D,E Carcinoma hepatocelular

SNF5 S,D, De, E, T Condrosarcoma, meningioma, sarcoma no
diferenciado

C: contrasentido; D: desplazamiento de marco de lectura; S; sin sentido; E: Mutacién de sitio de empalme; T: translocacién; TP:
translocacién parcial de fragmento; De: delecién LMA: Leucemia mieloide aguda, EMP: enfermedad mieloproliferativa; SMD: sindrome
mielodispldsico, LMMC: Leucemia mielomonocitica crénica, LLA: Leucemia linfocitica aguda; LDCB: Linfoma difuso de células B,
LNHB: Linfoma no-Hodgkin de células B; LCBD: linfoma de células B grandes difusas; LF: linfoma folicular; CCT: carcinoma de células

transicionales; CCT: carcinoma de células transicionales de vejiga urinaria; MM: mieloma multiple, SMP: sindrome mieloproliferativo,

Elaboracién propia.
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Tratamiento epigenético o epigenémica

A pesar de los grandes avances realizados en la secuenciacién del genoma, el
conocimiento de las variantes genéticas en el DNA no es suficiente para predecir
el riesgo de enfermedad, ya que existen otros elementos reguladores mds dindmicos,
denominados epigenoma, que a su vez tienen capacidad para regular la expresién de
las secuencias de DNA. La epigenémica es el estudio de los elementos funcionales
clave que regulan la expresién génica en una célula. A diferencia del genoma, que es el
mismo en todas las células somdticas, el epigenoma es especifico de cada tipo celular,
lo cual anade mds complejidad al estudio y hace muy relevante el origen de la muestra
que se ha tomado para el andlisis (Corella y Ordovas, 2017).

El entendimiento de las consecuencias celulares entre la metilacién normal y
aberrante del DNA despierta un drea de especial interés clinico, especialmente debido
a que los agentes hipometilantes son una de las pocas modalidades terapéuticas que
han ganado su aprobacién por la FDA para su uso clinico, abriendo la posibilidad a
nuevos fdrmacos epigenéticos (Kronfol et al., 2017).

Simuchasenfermedades tienen su origen patoldgico en unaaberrante modificacién
en el patrén de metilacién del DNA o en la modificacién de las histonas, la tabla
3 muestra algunos tipos de cdncer y su relacién con los mecanismos epigenéticos.
Un medicamento que corrija estos defectos se llamaria legitimamente medicamento
epigenético, hasta ahora los avances se centran en la busqueda y aplicacién de
inhibidores de la metilacién de DNA y fdrmacos acetiladores de histonas (Cramer,
Adjei y Labhasetwar, 2015).

Tabla 3. Tipos de cdncer y su relacién con ejemplos de alteraciones epigenéticas

Cincer Alteraciones epigenéticas

Colén Hipermetilacién de islas CpG, hipometilacién genémica global, mutaciones en enzimas modifica-
doras de histonas

Mama Hipermetilacién de islas CpG, hipometilacién genémica global

Pulmén  Hipermetilacién de islas CpG, hipometilacién genémica global, deleciones genémicas de elemento
de respuesta AMCc

Leucemia Hipermetilacién de islas CpG, mutaciones en enzimas modificadoras de histonas
Linfoma  Hipermetilacién de islas CpG, disminucién de histona H4 monoacetilada y trimetilada

Préstata  Hipermetilacién de islas CpG, patrones aberrantes de modificacién de histonas H3 y H4

Elaboracién propia.

171



En el progreso y desarrollo del cdncer los mecanismos epigenéticos o alteraciones
en estos mecanismos puede dar como resultado una inapropiada activacién o
inactivacién de multiples vias de sefializacién que dan como resultado el desarrollo de
la enfermedad (Sharma, Kelly y Jones, 2010).

Por otro lado, la terapia epigenética tiene sus limitaciones, esto debido a que esta
no actda especificamente en una zona o sitio en particular, estas terapias actdan a nivel
global ya sea inhibiendo las DNMTs o las HDAC que actuan en todo el genoma por
lo que potencialmente pueden activar oncogenes debido a su falta de especificad lo
que resultarfa en un rdpido desarrollo del cdncer. Pese a esto el uso de fdrmacos que
reviertan los procesos epigenéticos alterados han mostrado ser potencialmente ttiles
en el tratamiento de enfermedades como el cdncer (Peedicayil, 20006).

Inhibidores de la DNMT

En el cdncer, la hipermetilacién de las zonas promotoras de los genes involucra-
dos en el control del desarrollo celular (GST), se ha identificado como un mecanismo
epigenético bien establecido, por lo que el uso de inhibidores de la DNMT, los cuales
no suelen ser especificos para alguna DNMT, en particular se ha investigado para
reactivar estos genes que han sido silenciados, los inhibidores de la DNMT pueden
ser divididos en tres grupos de acuerdo a su estructura (Graga et al., 2016).

Inhibidores de la DNMT andlogos a nucleétidos

Estos firmacos son andlogos a la citosina la cual es metilada por las diferentes DNMTS,
los principales férmacos de esta categorfa son lacitidina, y sus andlogos, 5-azacitidina
(5-aza-CR) y la decitabina (5-aza-2’-deoxicitidina o 5-aza-CdR) y zebularina (figura
5), las cuales en un principio fueron desarrolladas como un agente citotdxico, estos
férmacos, después de sufrir una fosforilacién, son incorporados en la cadena de DNA
durante la replicacion en lugar de la citosina, esto hace que el grupo metilo de la SAM no
pueda ser trasferido al DNA por parte de las DNMTs, impidiendo asf la metilacién del
DNA. Sin embargo, se ha visto que estos fdrmacos presentan varios efectos secundarios

como hemorragia nasal, depresién o neutropenia debido a su mecanismo de accién

(Yang et al., 2010).
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Figura 5. 5-azacitidina (5-aza-CR) y la decitabina (5-aza-2’-deoxicitidina o 5-aza-CdR)

Elaboracién propia.

Inhibidores de la DNMT no andlogos a nucledtidos

Los efectos mielotéxicos de los inhibidores de la DNMT andlogos a nucleétidos, ha
llevado a la bisqueda de inhibidores de la metilacién del DNA que no se incorporen a
la cadena del DNA, sino mds bien inhiban de forma directa a las DNMT, impidiendo
de esta manera que se lleva a cabo la trasferencia del grupo metilo a la guanina (figura
6), ejemplo de estos fdrmacos es la procainamida o la Hidralazina (Duenas Gonzalez
et al., 2008; Yang et al., 2010).

Figura 6. Procainamida e Hidralazina

Elaboracién propia.
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Oligonucledtidos antisentido

Los oligonucleétidos son secuencias de nucledtidos que son complementarias al
RNAm, que acoplan a esta haciendo que se inactive (figura 7), es por esto que se ha
desarrollado oligonucleétidos antisentido que sean complementarios al RNAm de las
DNMT, para que estas no sean expresadas y se produzca una hipometilacién, dentro
de este grupo podemos encontrar a MG98 que es un oligonucleétido antisentido de
20pb de longitud que se une especificamente a la regién 3’ del RNAm de la DNMT1
en humanos (Yang et al., 2010).

Figura 7. Representacién del mecanismo del empleo de oligonucléotidos antisentido

Fuente: Medicamentos basados en arn.En linea: https://flagellum.wordpress.com/2009/06/09/medicamentos-
basados-en-RNA-silenciamiento-de-genes-especificos/
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CONCLUSION

La epigenética es una disciplina con un crecimiento acelerado, que impulsa nuevos
avances tecnoldgicos, gracias a su estudio se estdn empezando a comprender los roles
y la interaccién del DNA, el RNA vy las proteinas, asi como las relaciones entre el
medio ambiente, la herencia y la etiologfa de diversas enfermedades. Se prevé que en
un futuro, el conocimiento de estos complejos mecanismos de regulacién contribuird
a establecer nuevas vias terapéuticas que lleven a la optimizacién de estrategias
terapéuticas. Un conocimiento mds profundo de las modificaciones epigenéticas y
mapas epigenéticos de cada tipo de enfermedad, permitird disenar mejores estrategias
terapéuticas, siendo el reto el desarrollo de medicamentos especificos y sin la presencia
o con minimos efectos adversos.
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Existe una creciente preocupacién por el hallazgo de medicamentos en el ambiente
acudtico y la ecofarmacovigilancia es la disciplina que estudia dicha problemitica,
analizando la ocurrencia, destino y efectos para los seres humanos y para otros
organismos en el ambiente. Los reductores de lipidos son uno de los grupos de
medicamentos mds cominmente detectados en el medio acudtico, donde se
han detectado (en concentraciones del orden de ng L' o pg L") como férmacos
inalterados y metabolitos. A pesar de que la mayoria de los efectos agudos y crénicos
que puedan tener en los ecosistemas son desconocidos, hay algunos efectos negativos
comprobados. La presente revisién tiene como objetivo reunir los principales datos
sobre el potencial ecotoxicoldgico de las estatinas y fibratos en organismos acudticos.

INTRODUCCION

En un contexto de contaminacién farmacéutica severa, la ecofarmacovigilancia (Erv)
ha sido un drea de interés novedosa. Su objetivo es garantizar que los problemas
ambientales, significativos, asociados con los productos farmacéuticos en el medio
ambiente se identifiquen de manera oportuna y se gestionen adecuadamente, con-

virtiéndose en un punto clave de investigacién como ciencia integral y de limites
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en el mundo, y los requisitos regulatorios que rigen la evaluacién integral del riesgo
ambiental de los productos farmacéuticos (Wang y Hu, 2014).

El término EFv fue acufiado por primera vez por Giampaolo Velo para indicar
una disciplina emergente que se puede definir como “la ciencia y las actividades de
deteccidn, evaluacién, comprensién y prevencién de los efectos negativos relacionados
con la presencia de productos farmacéuticos en el medio ambiente” (Murray
Smith, 2010). Esta definicién se toma directamente de la definicién de farmaco-
vigilancia dada por la Organizacién Mundial de la Salud (oms): “la disciplina y
el conjunto de actividades destinadas a identificar, evaluar y prevenir los efectos
adversos u otros problemas relacionados con el uso de medicamentos” (World Health
Organization, 2002).

Actualmente, la ecofarmacovigilancia se puede definir como la ciencia y activi-
dades relacionadas con la deteccién, evaluacién, comprensién y prevencién de
los efectos adversos u otros problemas relacionados con la presencia de productos
farmacéuticos en el medio ambiente, que afectan a humanos y a otras especies animales
(Silva, Lino, Meisel, Barceld y Pena, 2012).

Debido al aumento de la produccién y el consumo de medicamentos en todo el
mundo, cada vez mds productos farmacéuticos se liberan al sistema de alcantarillado
por excrecién (después del uso terapéutico humano y veterinario), descargas de
fabricacién, eliminacién directa de medicamentos (no deseados o caducados), que
finalmente ingresan en una variedad de matrices ambientales, incluidas aguas
superficiales y subterrdneas, sedimentos, suelos e incluso en agua potable (Daughton,
2016; Holm et al., 2013).

Los productos farmacéuticos mds cominmente detectados en el medio acudtico
incluyen antibidticos, fdrmacos antiinflamatorios, agentes hipolipemiantes y
anticonvulsivos (Fent, Weston y Caminada, 2006); estos residuos farmacéuticos
podrian causar efectos nocivos en los organismos ambientalmente expuestos.

Los reguladores de lipidos se informan con frecuencia en aguas residuales,
superficiales y subterrdneas, debido a su mayor uso en los tltimos afos (Andreozzi,
Marotta y Paxéus, 2003; Gros, Petrovi¢ y Barcelé, 2006; Lin y Reinhard, 2005;
Sanderson, Johnson, Wilson, Brain y Solomon, 2003; Schmidt, O’Rourke, Hernan y
Quinn, 2011; Togola y Budzinski, 2007).
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Fdrmacos hipolipemiantes

Los triglicéridos (TGC) y el colesterol son componentes esenciales del organismo.
Entre, otras funciones, los TGC constituyen una forma de almacenamiento de energfa,
y el colesterol es necesario como unidad estructural de las membranas bioldgicas.
Amboslipidosson insolublesenaguayhan deserenvasados para poder ser transportados
en los medios acuosos de la linfa y la sangre. Para ello, pequefias cantidades de lipidos
son rodeados por una capa de fosfolipidos, en la cual también se depositan proteinas:
las apolipoproteinas (A). Segun la cantidad y proporcién de lipidos almacenados, y
la naturaleza de las A, pueden distinguirse: quilomicrones y particulas de muy baja
densidad (vLpL), de baja densidad (LDL) y de alta densidad (HDL).

En el metabolismo de las lipoproteinas, las células del epitelio intestinal traspasan
los lipidos absorbidos principalmente a la linfa en forma de quilomicrones ricos en
triglicéridos. Estos llegan al torrente circulatorio sin pasar por el higado, y asf aportan
los dcidos grasos a los diferentes tejidos, bajo la accién de la lipoproteinlipasa presente
en el endotelio. Las particulas restantes llegan a la célula hepdtica, a la que proveen el
colesterol procedente de la dieta.

El higado cubre sus necesidades de colesterol en su mayor parte (60%) mediante
la sintesis de novo a partir de la acetil-coenzima-A. Su velocidad estd regulada
por la actividad de una reductasa, la hidroxi-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)
reductasa: paso de conversién de la HMG-CoA en 4dcido mevaldénico. El higado
necesita colesterol para la sintesis de particulas ViDL y 4cidos biliares. Las particulas
VLDL ricas en TGC se vierten al torrente sanguineo y proveen a otros tejidos de dcidos
grasos, en forma similar a los quilomicrones. Quedan como residuo las particulas LDL
residuales, que o bien retornan al higado o sirven como suministro de colesterol para
tejidos extrahepdticos.

Las particulas LDL portan la apolipoproteina B100, mediante la cual se unen a los
receptores que intervienen en la introduccién de LDL en la célula, incluidos los hepatocitos
(endocitosis mediada por receptores). Las particulas HDL tienen la capacidad de recoger
colesterol de las células y transferirlo a las particulas LDL. De esta forma el colesterol es
transportado desde los tejidos hacia el higado (Liillmann et al, 2010).

Para descender los niveles lipidicos existen diversos fdrmacos, pertenecientes a seis
grupos de medicamentos (Canalizo et al., 2013), con mecanismos de accién y efectos
distintos sobre las LDL (colesterol) y VDL (triglicéridos):
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a) Inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas).

b) Inhibidores de la absorcién del colesterol (ezetimiba).

c) Secuestradores de dcidos biliares.

d) Derivados del 4cido nicotinico.

e) Derivados del 4cido fibrico (fibratos, como bezafibrato y gemfibrozilo).

f) Acidos grasos omega-3.

Los fibratos y las estatinas son los principales medicamentos hipolipemiantes que se
prescriben solos o en terapia de combinacién para disminuir los niveles de colesterol
en plasma y reducir la incidencia de enfermedad coronaria. Aunque parcialmente
desplazado por las estatinas, el ndmero total de prescripciones de fibratos estd en
constante aumento (Holoshitz et al., 2008). Estos tltimos han sido analizados con
mayor frecuencia en el medio acudtico que los primeros. Ambos tipos se usan para
disminuir la concentracién de colesterol (estatinas y fibratos) y triglicéridos (fibratos)
en el plasma sanguineo.

Los fdrmacos hipocolesterolémicos, también conocidos como estatinas, se han
detectado en aguas superficiales en concentraciones que varfan entre ng L' y pg L™
(Gracia Lor et al., 2011; Grung et al., 2007; Langford y Thomas, 2011; Metcalfe
et al., 2003), aunque los datos sobre las concentraciones ambientales de simvastatina
son aun escasos.

Las estatinas, como inhibidores de la sintesis de colesterol, actian inhibiendo
la HMG-CoA reductasa, responsable del paso limitante en la sintesis del colesterol,
concretamente la conversién de HMG-CoA en mevalonato (Laufs y Liao, 1998).
Las estatinas compiten con HMG-CoA por el sitio activo de la enzima, alterando
su conformacién e inhibiendo su funcién, disminuyendo asf la sintesis de colesterol
(Blumenthal, 2000). Como consecuencia del agotamiento del colesterol intracelular,
la expresién de los receptores de LDL en las membranas de los hepatocitos aumenta y,
por lo tanto, la resorcién del colesterol LDL del plasma sanguineo.

La mayoria de las estatinas se administran en la forma de 4cido biolégicamente
activo, a excepcién de simvastatina y lovastatina que se administran como el
proférmaco lactona (Fujino, Saito, Tsunenari, Kojima y Sakaeda, 2004). In vivo,
las formas de dcido y lactona se interconvierten en plasma hasta que se alcanza el
equilibrio (KeRNAey, Crawford, Mehta y Radebaugh, 1993). El proférmaco lactona
generalmente tiene una mayor toxicidad que la forma 4cida biolégicamente activa

de las estatinas, presumiblemente debido a su mayor potencial de difusién pasiva a
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través de las membranas celulares (Skottheim, Gedde-Dahl, Hejazifar, Hoel yAsberg,
2008). Sin embargo, atin no se conoce el mecanismo completo de la toxicidad por
estatinas (Evans y Rees, 2002).

Por el contrario, los efectos de los fibratos estdn mediados, al menos en parte,
a través de alteraciones en la transcripcién de genes que codifican proteinas que
controlan el metabolismo de las lipoproteinas. Los fibratos actiian probablemente
activando la enzima lipoproteina lipasa, que es principalmente responsable de la
conversién de lipoproteinas de muy baja densidad (viDL) a lipoproteinas de alta
densidad (HDL), disminuyendo asi la concentracién plasmdtica de triglicéridos. La
unién de fibratos a receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR),
receptores nucleares que se sabe que se activan durante diferentes rutas celulares,
estimula la expresién de varias proteinas reguladoras de lipidos tales como, la
lipoproteina lipasa (Staels et al, 1998).

Los fibratos son una clase de medicamentos derivados del 4cido fibrico amplia-
mente utilizados para reducir los triglicéridos plasmdticos y elevar el nivel de colesterol
de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL). Sus formas activas, los 4cidos fibricos,
ejercen sus efectos bioldgicos uniéndose al receptor activado por proliferadores
peroxisémicos tipo alfa (PPARca), un miembro de la superfamilia de receptores
nucleares de factores de transcripcién activados por ligando. Se ha afirmado que la
mayorfa de los fibratos se excretan sin modificar (Isidori, Nardelli, Pascarella, Rubino
y Parrella, 2007).

El 4cido clofibrico es un metabolito activo del clofibrato, el dcido 2-(4-cloro-
fenoxi)-2-metilpropanoico, y un firmaco persistente utilizado como regulador
lipidico que se ha detectado en aguas superficiales, incluso afios después de que
dejara de utilizarse (Buser, Miiller y Theobald, 1998). Los primeros resultados
relativos a la presencia ambiental de d4cido clofibrico fueron informados por
(Garrison, Pope y Allen, 1976). Estos autores detectaron el compuesto a bajos
niveles de concentracién (ng L) en aguas residuales tratadas. Posteriormente, se
reporté la presencia de 4cido clofibrico en otros estudios en concentraciones de
0.049-0.066 mg L' en aguas superficiales (Ternes, 1998; Tixier, Singer, Oellers y
Miiller, 2003) y de hasta 270 ng L' en agua potable (Heberer y Stan, 1997). La
presencia de este firmaco en PTAR ha sido reportada repetidamente después de su
deteccién en el efluente de una planta de tratamiento alemana (Andreozzi et al.,
2003; Tauxe-Wuersch et al., 2005; Ternes, 1998).
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El bezafibrato, 4cido 2-[4-[2-[(4-clorobenzoil)amino]etil]fenoxi]-2-metil-pro-
panoico, es un férmaco ampliamente utilizado como regulador lipidico, cuyo
consumo ha aumentado considerablemente durante los dltimos afos (Lambropoulou
et al., 2008). Debido a su gran uso y su persistencia, se ha detectado bezafibrato en
aguas superficiales y potables, asi{ como en efluentes de plantas tratadoras de aguas
residuales (PTAR) en el rango de ng L' (Fent et al., 2006; Metcalfe, Koenig et al.,
2003; Metcalfe Miao, et al., 2003).

El gemfibrozilo, 4cido 5-(2, 5-dimetilfenoxi)-2,2-dimetilpentanoico, es también
un agente regulador de lipidos que se usa cada vez mds, clasificado genéricamente
como un derivado del 4cido fibrico (Sanderson et al., 2003) se encontraron niveles
alrededor de 1 pg L' en efluentes de PTAR. (Metcalfe, Koenig, et al, 2003; Metcalfe
et al., 2003) Detectaron valores similares (0.75-1.50 pg L) para las concentraciones
mds altas de gemfibrozilo en aguas superficiales.

Como un tipo de compuestos bioldgicamente activos disenados para ser efectivos
en bajas concentraciones, los productos farmacéuticos en el ambiente natural podrian
tener posibles impactos adversos para una variedad de organismos no especificos
debido a exposiciones a largo plazo, incluyendo toxicidad crénica, resistencia
a antibidticos, disrupcién endocrina, los efectos tdéxicos en la reproduccién de

organismos terrestres y acudticos, incluso se convierten en un problema creciente de

salud publica (Gao et al., 2012; Nédler et al., 2014).

Efecto de hipolipemiantes en organismos acudticos

La presencia de estos productos farmacéuticos en ambientes acudticos genera
preocupacion con respecto a sus efectos sobre las especies no objetivo. Esto es
especialmente relevante para los telesteos, donde la hipercolesterolemia es una
condicién normal (Larsson y Finge, 1977). Los peces y los salménidos en particular
son susceptibles a las lesiones aterosclerdticas en las arterias coronarias, que se
atribuyen no a la hipercolesterolemia en si, sino a la tasa de crecimiento y la madurez
sexual (Saunders et al., 1992). En general, la concentracién plasmdtica de colesterol
en la mayorfa de las especies de peces es 2-6 veces mayor que la de los mamiferos

(Babin y Vernier, 1989; Larsson y Finge, 1977).
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Los datos sobre esta clase de compuestos son escasos. Los fibratos se han evaluado
mediante pruebas de toxicidad tradicionales. Se encontraron los siguientes NOEC
para el 4cido clofibrico en la pulga de agua Cerodaphnia dubia [INOEC (7 dias) = 640
pg L], el rotifero plancténico Brachionus calyciflorus INOEC (2 dias) = 246 pg L],
y en etapas tempranas de la vida del pez cebra Danio rerio [NOEC (10 dias) = 70 mg
L] (Ferrari et al., 2003). El gemfibrozilo se encontré en el plasma sanguineo del pez
dorado (Carassius auratus), después de la exposicién durante 14 dias a niveles 113
veces mayores que en el agua (factor de bioconcentracién de 113). La testosterona
plasmdtica se redujo en mds del 50% después de la exposicién a 1.5 y 10 mg L7,
asi como los niveles de transcripcién de la proteina reguladora aguda esteroidégena
(StAR) en testiculos del pez dorado (Mimeault et al., 2005).

Bioensayos y estudios ecotoxicoldgicos sobre los efectos del bezafibrato (BEZ) con
el pez Pimephales promelas, la cianobacteria Anabaena o el hidroide Hydra atendan el
efecto revelado de las concentraciones en el rango de mg L, que es mucho mds alto
que el encontrado en el ambiente (Quinn et al, 2004; Rosal et al, 2010; Weston et
al, 2009).

Ademds, en el bivalvo Mytilus galloprovincialis, concentraciones muy bajas de
BEZ provocaron alteraciones en la glucélisis, el equilibrio redox y la funcién
peroxisomal de la glindula digestiva (Canesi et al., 2007), evidenciando asi que
las concentraciones ambientales de BEZ pueden modificar las funciones celulares
fundamentales, por lo tanto, crea condiciones adversas para organismos no objetivo.

Isidori y su equipo (2007) evaluaron la ecotoxicidad de los fibratos. Se investi-
garon los siguientes compuestos: bezafibrato, fenofibrato y gemfibrozilo.  Se
realizaron bioensayos sobre Vibrio fischeri, Brachionus calyciflorus, Ceriodaphnia dubia,
Thamnocephalus platyurus y Daphnia magna para evaluar la toxicidad aguda y crénica.
Los resultados mostraron que la toxicidad aguda estaba en el orden de docenas de
mg L' para todos los niveles tréficos utilizados en los bioensayos (bacterias, rotiferos
y microcrustdceos). La exposicién crénica a estos compuestos causé la inhibicién de
la poblacién de crecimiento en rotiferos y crustdceos, mientras que las algas parecfan
estar ligeramente afectadas por esta clase de productos farmacéuticos.

El bezafibrato (BEZ), la carbamazepina (CBZ) y el ibuprofeno (IBU) se probaron
para determinar su potencial de bioacumulacién y provocar cambios moleculares en el
organismo no diana, Dreissena polymorpha. Cambios en el RNAm de enzimas y otras
proteinas implicadas en la prevencién del dafio proteico (proteina de choque térmico
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70, hsp70) y estrés oxidativo (superéxido dismutasa y catalasa), biotransformacién
(glutatién S-transferasa clase pi, piGST), eliminacién y modificacién postraduccional
de la proteina reversible (fosfatasa 2A) sirvieron como biomarcadores moleculares.
Los mejillones se expusieron en un sistema de flujo continuo a concentraciones
crecientes de los tres firmacos (1, 10, 100 y 1000 nM); las concentraciones mds bajas
corresponden a aquellas ambientalmente relevantes detectadas en aguas superficiales
y efluentes, respectivamente. El estudio demostré claramente que CBZ e IBU pueden
acumularse en los mejillones, especialmente a bajas concentraciones en tan sélo unos
pocos dias. Ademds, la exposicién a una concentracién de BEZ ambientalmente
relevante provocé un aumento inmediato en el nivel de transcrito mejorado de la
glindula piGST en la glindula digestiva, seguido de una regulacién ascendente de
la hsp70 después de cuatro y siete dias que evidencia una condicién de estrés crénico
para los mejillones. Los cambios moleculares debidos a la exposicién a CBZ, IBU y
BEZ fueron detectables a las concentraciones de exposicién que se encuentran en las
aguas superficiales (Contardo Jara et al., 2011).

La toxicidad puede evaluarse a partir de los valores de la CE, , segtin las categorfas
establecidas en la orientacién técnica sobre evaluacién de riesgos de sustancias en la
Unién Europea (European Comission, 2003). En ella, las muestras de aguas residuales
o compuestos estdndar se consideran “daninos para los organismos acudticos” si la
CE,, cae en el rango de 10-100 mg L', “t6xico” si la 1<CE, <10 mg L' y “muy
téxico” si la CE, <1 mg L.

Rosal e investigadores (2010) realizaron un estudio para evaluar la toxicidad
aguda del bezafibrato, dcido clofibrico, gemfibrozilo y 4cido fenofibrico, un meta-
bolito del fenofibrato cuya ecotoxicidad no se ha informado previamente, en
organismos acudticos (Anabaena, Daphnia magna y Vibrio fischeri). La mayor
toxicidad corres-pondi6 al dcido fenofibrico, con una CE, tan baja como 1.72 mg
L para V. fischeri. El gemfibrozilo también fue téxico para Anabaena con una CE, de
4.42 mg L. El estudio informa los resultados de las pruebas de toxicidad utilizando
muestras fortificadas de aguas residuales reales tomadas del efluente de una PTAR. El
agua residual en s{ misma resulté ser muy téxica para Anabaena (84% de la inhibicién
de la bioluminiscencia), mientras que no tuvo ningin efecto negativo sobre D.
magna o V. fischeri. Por el contrario, la luminiscencia de V. fischeri exhibié un efecto
estimulante en las aguas residuales. El bioensayo con Anabaena reveld un cierto riesgo

asociado con los tres compuestos menos téxicos probados. En base a los bioensayos
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con V. fischeri y D. magna, el bezafibrato y el gemfibrozilo se habrian considerado
no téxicos y nocivos, respectivamente. El uso de datos de las CE, | medidos en aguas
residuales aumenta la estimacién del riesgo.

Los estudios disponibles con gemfibrozilo (GEM) han demostrado su capacidad
para afectar el comportamiento de alimentacién del cnidario Hydra attenuata (Quinn,
Gagné y Blaise, 2008) y el crecimiento del alga Chlorella vulgaris (Zurita et al., 2007),
asf como para activar las enzimas antioxidantes e interferir con la expresién de la
metalotioneina. En el mejillén azul (Mytilus edulis) (Schmidt et al., 2011) y el mejillén
cebra (Dreissena polymorpha) (Quinn et al., 2011). Se mostré que la exposicién a
GEM afecta el desarrollo y la actividad locomotora de las larvas del pez cebra (Danio
rerio) (Henriques et al., 2016).

La toxicidad del gemfibrozilo (GEM) se ha evaluado en algunos estudios. La
exposicién (durante 5-28 dias) a GEM (en concentraciones de 0.38 pg L'-15 mg
1) indujo el sindrome de malabsorcién embrionaria en larvas del pez cebra, Danio
rerio (Raldua et al., 2008) y causé dafio genotdxico en peces cebra adultos (Rocco
et al., 2010). Ademds, la exposicién (durante 2-21 dias) a GEM (en concentraciones
de 1.5-1500 pg L) redujo los niveles plasmdticos de colesterol, alteré la abundancia
de genes implicados en el metabolismo de los lipidos y redujo la fecundidad, pero no
parecié afectar los niveles plasmdticos de triglicéridos o esteroides sexuales en la carpa
cabezona (Pimephales promelas) (Skolness et al., 2012).

Del mismo modo, el gemfibrozilo causé efectos tanto moleculares como
citogenéticos en los eritrocitos de Sparus aurata después de 96 horas de exposicion.
Los hallazgos del presente estudio son ecolégicamente relevantes ya que el gemfibrozilo
fue capaz de inducir efectos genotéxicos en concentraciones observadas en el medio
ambiente (1.5 pg L) (Barreto et al, 2017).

Pocos estudios han investigado el efecto de las estatinas en organismos no objetivo.
Se observé la inhibicién del crecimiento en la lenteja de agua Lemna gibba (Brain
et al, 2006) y la formacién anormal del intestino en larvas de rana, después de la
exposicién a atorvastatina y lovastatina (Richards y Cole, 2006).

Ellesat y equipo (2010), realizaron la cuantificacién de los efectos citotéxicos de
las formas de 4cido y lactona de dos estatinas, atorvastatina y simvastatina, asi como
de sus metabolitos en los hepatocitos de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Los
hepatocitos se expusieron durante 24, 48 y 72 horas a diferentes concentraciones de
cada sustancia de prueba (0.4-400 pM). La citotoxicidad se midié como la inhibicién
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metabdlica y la pérdida de la integridad de la membrana. Los resultados mostraron
que la atorvastatina y simvastatina tuvieron efectos citotéxicos dependientes de la
dosis en los hepatocitos. Concluyendo que la simvastatina es mds téxica que
la atorvastatina y la lactona es mds téxica que la forma 4cida.

En vertebrados, las estatinas disminuyen la sintesis de colesterol a través de la
inhibicién competitiva de la enzima HMG-CoA reductasa, responsable del paso
limitante en la via del mevalonato (Burg y Espenshade, 2011; Fent et al., 2000).
Curiosamente, mientras que los vertebrados obtienen colesterol de la via del
mevalonato, el colesterol no se sintetiza de novo en los artrépodos (Li et al., 2003).
Los crustdceos, por ejemplo, sintetizan el fRNAesoato de metilo (MF) en la ruta
biosintetica del mevalonato, que comparte la mayoria de los pasos enzimdticos con
los vertebrados (Bellés et al., 2005; Neuparth et al., 2014). Por lo tanto, aunque se
dirige a la misma enzima tanto en vertebrados como en artrépodos, es probable que
el resultado esperado de la inhibicién de HMG-CoA reductasa difiera debido a las
diferentes vias descendentes (Neuparth et al., 2014).

Dado el papel central del MF en la reproduccién de crustdceos, recientemente
(Neuparth et al., 2014) evaluaron los efectos (supervivencia, crecimiento y repro-
duccién, con biomarcadores histopatolégicos en hepatopdncreas y génadas) causados
por la exposicién crénica a simvastatina (64 ng L' a 8 pg L") en el anfipodo
Gammarus locusta. Los hallazgos mostraron que la exposicién crénica a simvastatina
afectd severamente el crecimiento, la reproduccién y la maduracién de las génadas de
G. locusta, concomitante a cambios a nivel histoldgico.

La toxicidad aguda de SIM ha sido demostrada previamente para algunos
crustdceos, como el copépodo harpacticoide Nitocra spinipes (CL,, = 810 pg L) y
la larva de camarén fantasma (Palaemonetes pugio) (CL, = 1180 pg L") (Dahl et al.,
2006; Key et al., 2008).

Se informan varios efectos téxicos de atorvastatina (ATV) especialmente en
embriones del pez cebra. La exposicién (durante 24 horas) a ATV (en concentraciones
-6 mg L") bloqueé la migracién de células germinales primordiales (Thorpe et al.,
2004). Ademds, la exposicién (durante 48 horas) a ATV (en concentraciones de
0.03-1 mg L") afect6 la estabilidad de los vasos sanguineos e indujo accidente
cerebrovascular hemorrdgico (Eisa Beygi et al., 2013; Gjini et al, 2011).
Las exposiciones hidricas (durante 5-14 dias) a ATV (en concentraciones de 0.2-10
pg L") también indujeron dafio genotdxico en el pez cebra adulto (Rocco et al.,
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2010) y regularon positivamente la abundancia de genes implicados en el transporte
de membrana, respuesta al estrés oxidativo y biotransformacién en la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Ellesat et al., 2012).

En un estudio realizado por (Al-Habsi et al., 2016) se examinaron los efectos
del GEM y la ATV en peces cebra (hembras y machos) después de una exposicién
dietética de 30 dias. La exposicién provocé cambios en varios pardmetros bioqui-
micos (reduccién de colesterol, triglicéridos, cortisol, testosterona y estradiol). Los
cambios en la concentracién de colesterol y triglicéridos se asociaron con alteraciones
en los niveles de transcripcién de genes clave relacionados con el colesterol y la
regulacién de lipidos. Este estudio respalda que estos medicamentos afectan el
metabolismo del colesterol y la produccién de esteroides en el pez cebra adulto,
concluyendo que la reduccién de cortisol puede perjudicar la capacidad de estos peces
para generar una respuesta de estrés adecuada, mientras que la reduccién de esteroides
sexuales puede afectar negativamente la reproduccién.

Saravanan y equipo (2014) investigaron la toxicidad del dcido clofibrico (CA)
y diclofenaco (DCF) en la carpa mayor india, Cirrhinus mrigala. Los alevines de C.
mrigala se expusieron a diferentes concentraciones (1, 10 y 100 pg L") de CA y DCF
durante un perfodo de 96 h (corto plazo) y 35 dias (largo plazo). Se evaluaron los
efectos téxicos de los firmacos sobre la hormona estimulante de la tiroides (TSH), la
tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3). Durante el periodo de exposicién a corto y
largo plazo, se encontré que el nivel de TSH disminuia en todas las concentraciones
de AC en comparacién con los grupos de control. Se encontré que el nivel de T4
disminufa a 1 y 100 pg L' de exposicién a CA al final de 96 h. Sin embargo, el nivel
de T4 disminuyé en todas las concentraciones de CA y DCF durante el periodo de
exposicién a largo plazo (35 dias). Los peces expuestos a todas las concentraciones
de CA y DCF tuvieron un menor nivel de T3 en ambos tratamientos. Estos
resultados sugieren que los firmacos CA y DCF indujeron cambios significativos en
los niveles hormonales tiroideos de C. mrigala.

Estudios previos demuestran los efectos del dcido clofibrico sobre los niveles
de colesterol, el precursor de todas las hormonas esteroideas sexuales. De hecho,
la exposicién de la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), la carpa cabezona
(Pimephales promelas) y el pez cebra (Danio rerio) a fibratos redujo los niveles de
colesterol en plasma y, en consecuencia, indujo efectos hipocolesterolémicos (Du
et al., 2008; Owen et al., 2010; Velasco Santamarfa et al., 2011).
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Un estudio realizado por (Coimbra et al., 2015) mostré que la exposicién crénica
del pez cebra (D. rerio) al 4cido clofibrico (en concentraciones de 1y 10 mg/g) afec-
tala acumulacién de triglicéridos en el musculo y el crecimiento de los peces, e impacta
la fecundidad, el desarrollo de las génadas, la proporcién de sexos y el desarrollo de los
embriones. Todos estos efectos se producen de forma concomitante con los cambios
en los niveles de transcripcién de genes clave implicados en la homeostasis lipidica,
tanto en los peces expuestos como en su progenie, lo que sugiere el desencadenamiento
de mecanismos epigenéticos, que da mds apoyo a una interrupcién multigeneracional
de las vias de sefalizacién de lipidos.

Las interacciones toxicoldgicas entre hipolipemiantes han sido ensayadas, (Rodea
Palomares et al., 2010) estudiaron la interaccién toxicoldgica de los reguladores de
lipidos (gemfibrozilo, bezafibrato y dcido fenofibrico), usando el indice de combi-
nacién-isobolograma. Este estudio se realizé utilizando dos microorganismos
bioluminiscentes acudticos, la bacteria marina Vibrio fischeri y una cianobacteria
del género Anabaena. Para la bacteria marina, la interaccién predominante fue
antagdnica a bajos niveles de efecto (fz), cambiando a sinergismo a niveles de efecto
mds altos. Anabaena mostré efectos de sinergia y antagonismo, el primero predominé
a niveles de efecto por debajo de 0.4-0.5 y el segundo por valores mds altos. Para la
cianobacteria, las mezclas ternarias fueron generalmente mds sinérgicamente téxicas

que sus binarias correspondientes.

CONCLUSION

La ecofarmacovigilancia, como un tipo de vigilancia para el medio ambiente, tiene
como objetivo prictico, minimizar los riesgos potenciales que plantea la presencia de
productos farmacéuticos en el medio ambiente. Sin embargo, en vista de la diversidad
de productos farmacéuticos (en propiedades quimicas, estructurales, bioldgicas o
toxicolégicas), y considerando que estos contaminantes se encuentran como mezclas
en el ambiente real, resulta complicado llevar a cabo un proceso de ecofarmacovigilancia
riguroso y unitario para todos los productos farmacéuticos. Por lo tanto, es necesario
llevar a cabo estudios que incluyan los posibles efectos combinados derivados de las
mezclas de productos farmacéuticos.
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Se ha reportado la presencia de firmacos hipolipemiantes (principalmente fibratos
y estatinas), a niveles de ng L' y mg L', en aguas residuales, superficiales y subterrdneas
y, en menor medida, en agua potable. Asi mismo, se reportan efectos tdxi-cos
(principalmente alteraciones en el crecimiento y la reproduccién) de los reguladores
de lipidos en organismos acudticos como: cianobacterias, algas, rotiferos, crustdceos,
plantas acudticas, bivalvos y peces. Estos efectos se derivan de los mecanismos de
accion, los fibratos activan los receptores activados por el PPAR, principalmente
PPARa. La activacién de PPARa altera la expresién de los genes que regulan el
metabolismo de los lipidos, mientras que las estatinas inhiben especificamente la
HMG-CoA reductasa, una enzima que convierte la HMG-CoA en mevalonato, un
precursor del colesterol. Las estatinas compiten con HMG-CoA por el sitio activo de
la enzima, alterando su conformacién e inhibiendo su funcién.
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TECNOVIGILANCIA:
EL NUEVO ENFOQUE DEL FARMACEUTICO
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Conocer la tecnovigilancia implica la identificacién y a la evaluacién de incidentes
adversos producidos por dispositivos médicos y su uso, as{ como la deteccién de los
factores de riesgo asociados a estos eventos, que pueden ser o no concomitantes a la
terapia farmacoldgica, por lo que es de gran importancia en el sector farmacéutico y
de salud desarrollar una nueva conciencia en los campos de aplicacién que se estin
aperturando, para mantener una buena calidad de vida en los pacientes hospitalizados
o no hospitalizados.

Difundir el nuevo concepto de tecnovigilancia como parte de los servicios
farmacéuticos, tecnoldgicos y de salud actuales, permite asegurar la integridad y
el cuidado del paciente ante el uso de dispositivos médicos o presencia de eventos
adversos asociados a los mismos, donde se conozcan los niveles de operacidn, los
papeles de actuacién y la clasificacién de los procesos relacionados a la vigilancia
activa de los dispositivos médicos.

Esta difusién contribuye a generar conciencia e interés en un tema de salud
que estd en un proceso creciente. Implementar la tecnovigilancia implica una serie
de actividades coordinadas como la conformacién de grupos de accién multidisci-
plinarios, un sistema para el reporte oportuno de incidentes adversos, la generacién
de andlisis e investigaciones y la anticipacién de soluciones para disminuir problemas

relacionados a los dispositivos médicos en uso.
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INTRODUCCION

El término tecnovigilancia, nos remite a la identificacién y a la evaluacién de incidentes
adversos producidos por dispositivos médicos y su uso, asi como la identificacién de
los factores de riesgo asociados a estos eventos, que pueden ser o no concomitantes a
la terapia farmacoldgica (Rojas et al., 2015). Ello con el propésito de garantizar que
los dispositivos médicos que se encuentran disponibles en el mercado funcionen de la
manera indicada y que en caso contrario se tomen las medidas correspondientes para
corregir y disminuir la incidencia de los eventos adversos.

Se entiende por dispositivos médicos, todos aquellos insumos para la salud que
hacen referencia a cualquier instrumento, aparato, implemento, mdquina, implante,
reactivo para uso iz vitro, software, material u otro articulo similar para la prevencidn,
el diagndstico, el tratamiento y la rehabilitacién de enfermedades y dolencias, los
cuales deben ser seguros y eficaces (World Health Organization, 2018).

El inicio de la Tecnovigilancia: antecedentes histéricos

Las primeras acciones de tecnovigilancia a nivel mundial se remontan alrededor del
afio 400 a. C., donde existen los primeros datos del retiro de la terapia farmacoldgica
y el dispositivo médico al descubrir algtin evento que pusiera en riesgo la salud del
paciente, a fin de mejorar la atencién farmacéutica brindada (Madurga, 2014).

Sin embargo, la verdadera base de la regularizacién de dispositivos médicos a nivel
mundial, surge gracias a la Organizacién Mundial de la Salud (oms), al establecer que
el campo de los dispositivos médicos, al igual que el de los medicamentos, alberga una
serie de problemas y riesgos que pueden poner en peligro la terapia farmacoldgica y el
bienestar del paciente durante la atencién y recuperacion de la salud.

La base establecida por la oms para el control de dispositivos médicos, surge en
Italia en el ano de 1927, cuando al sur de esta regién aparecié la ley Presidi Medico
Chirurgici, que establecfa como requisito el registro y reporte de los productos
médicos, asi como de sus incidentes adversos, para poder ser corregidos o retirados del
uso del paciente, por parte de los profesionales médicos, quimicos o farmacéuticos;
sin embargo no fue hasta 1941 cuando se logré que esta ley fuera aplicada y entrara
en vigencia en esta zona de Europa (Ortiz, Sanchez y Valle, 2010)
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En el Reino Unido desde hace mds de 50 afios se estableci6 la obligacién de
reportar al Departamento de Salud cualquier riesgo que se presente o pueda presentarse
durante el uso de los dispositivos médicos. El propésito principal de esta medida era
que las autoridades sanitarias, médicos, quimicos farmacéuticos y quimicos clinicos
reportaran las inconformidades, incompatibilidades y reacciones secundarias clini-
cas, farmacoldgicas y bioldgicas en los pacientes hospitalizados que usaran dispositivos
médicos por periodos de tiempo duraderos o definidos.

En el continente americano el primer acercamiento a la tecnovigilancia desde el
drea farmacéutica y de atencién al paciente, tuvo lugar en 1938, cuando se promulgé
el Federal Food, Drug and Cosmetic Act, que permitié actuar contra los dispositivos
médicos adulterados, falsificados o que presentaran efectos nocivos a la salud o la
farmacoterapia de los pacientes hospitalizados (Herndndez y Judrez, 2010). Esta ley
permitié aplicar rigurosos requisitos para que los profesionales de la salud estuvieran
pendientes de la atencién del paciente y de los posibles cambios fisicos, bioldgicos,
farmacéuticos y clinicos ocurridos tras, durante o posterior al uso de algin dispositivo
médico de soporte a la salud.

Sin embargo, al igual que el desastre de la talidomida provocé la instalacién y
seguimiento sistemdticos de la farmacovigilancia, para la tecnovigilancia el evento
detonante fue el llamado Caso del p1u Dalkon Shield. Entre 1971 y 1974 la empresa
AH Robin Pharmaceutical fabricé un dispositivo intrauterino (pI1u), conocido como
pIU Dalkon Shield, que tenfa una hebra multifilamento rodeada por una envoltura
de nylon sin sellar que iba del ttero a la vagina y que, al ser colocado, provocaba
infecciones bacterianas que obligaban la implementacién de una nueva terapia
farmacolégica (Rodriguez, Garcfa, Giral, Herndndez y Jasso, 2004).

A pesar de que en agosto de 1971 se habia advertido a la companfa que debia
supervisarse la calidad de estos dispositivos, el quimico encargado de la investigacién
farmacéutica hizo caso omiso de la advertencia y no la reporté. En junio de 1972,
el director del proyecto fue alertado por uno de sus médicos asesores de que, en el
tltimo mes, seis mujeres portadoras del piu habfan quedado embarazadas después
de que les colocaran el dispositivo médico y cinco de ellas habfan sufrido aborto
séptico. Lamentablemente se siguieron ignorando el control de la seguridad del p1u y
los registros de los casos reportados. Incluso se imprimieron folletos del dispositivo,

mencionando que no existia relacién entre el D1U Dalkon y los partos anormales.
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Finalmente, en noviembre de 1973, con el informe de 22 casos de aborto
séptico espontdneo, incluyendo un caso letal, la compania fue obligada, junto con
otras companfas de dispositivos médicos intrauterinos, a dar seguimiento puntual
a cada una de las pacientes que portaran el dispositivo (Rodriguez y Rueda, 2005);
encontrdndose que entre 1971 y 1974, al menos 17 mujeres habian fallecido y 209
habfan sufrido aborto séptico, ademds de que 200 000 sufrieron lesiones, enfer-
medad pélvica inflamatoria, dtero perforado e infertilidad, tras la colocacién del piu
Dalkon Shield.

Tras la revelacién de estos casos, y las notables demandas a la compafiia por dafios
relacionados con esterilidad e infecciones y embarazos no deseados, nacié el poderoso
incentivo para que la oMs y la Administracién de Alimentos y Medicamentos
norteamericana (FDA), por sus siglas en inglés Food Drug Administration,
impul-saran un proyecto de vigilancia farmacéutica de los dispositivos médicos
utilizados en el soporte de una terapia farmacoldgica, el cual incluia la obligacién
a los profesionales médicos, farmacéuticos y quimicos, de supervisar, monitorear,
informar, cambiar, reportar y notificar cualquier incidente adverso relacionado al
uso y manejo de dispositivos médicos asociados a la terapia farmacoldgica, logrando
al final implementar un programa total en el cual se manifestaba que todo dispo-
sitivo médico utilizado en la terapia debia ser supervisado por un profesional de
la salud, para llevar un control exacto que incluyera registro sanitario, manejo,
deteccién, notificacién, seguimiento y correccién de las reacciones adversas.

Las medidas anteriores provocaron que para 1980 se establecieran puntualmente
por la oms los primeros procesos para el seguimiento de incidentes adversos a
dispositivos médicos; ello dio lugar a la primera investigacién documental de
registros de tecnovigilancia, misma que condujo a generar tres estrategias para hacer
seguimiento de efectos adversos en dispositivos médicos:

1. Presentacién de informes de incidentes adversos.
2. Instauracién de la vigilancia poscomercializacién de dispositivos médicos.

3. Implementacién del registro y rastreo de efectos adversos.
Estas estrategias aplicarfan para todos los dispositivos médicos que se hubieran visto

involucrados durante eventos asociados a o haber causado o contribuido a la muerte

o lesiones graves del paciente, o bien, no haber funcionado correctamente y que por
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consiguiente fueran susceptible de causar o contribuir a provocar algtin dafio grave
o letal al paciente durante su hospitalizacién (Becerril Diaz y Bonadi, 2003). Y con
ellas, ademds, nacen conceptos de aplicacién basados en la vigilancia activa de los

dispositivos médicos:

a) Incidente adverso: riesgo o dafio causado por el manejo del dispositivo médico,
que puede causar potencial o bajo dafio a toda aquella persona que esté en contacto
con el mismo, sea ésta el paciente o sus familiares, el profesional de la salud, o el
operador (técnicos o personal de capacitacién para el uso de equipos médicos).

b) Error de uso: accién u omisién que tiene un resultado diferente del previsto por
el fabricante del dispositivo médico, ya sea descuidos, equivocaciones y todo uso
indebido que se pueda prever (NOM-240-SSA1, 2012).

c) Evento adverso: riesgo o dafio potencial o bajo, que es ocasionado por el dispositivo
médico tnicamente al paciente que estd utilizando el mismo, independientemente

de factores externos o concomitantes (Guzmdn y Otdlvaro, 2012).

De los cuales se diferencias tipos de eventos adversos asociados a dispositivos médicos:
a) evento adverso imprevisto (EAI) o cualquier acontecimiento que no se considerd
en el andlisis de riesgo realizado durante la fase de disefio y desarrollo del dispositivo
médico y que se presenta durante el uso del mismo en condiciones reales conforme
a lo senalado, y, b) evento adverso previsto (EAP) o acontecimiento del cual se tiene
conocimiento conforme al andlisis de riesgo realizado durante la fase de disefio y
desarrollo del dispositivo médico (NOM-240-SSA1, 2012). Sin dejar de lado que,
para ambos casos se genera una amenaza grave para la salud, que sugiere cualquier
riesgo inminente de muerte, lesién o enfermedad graves.

Asi, tras la implementacién y el disefio de un programa tecnovigilante que
monitoreara el correcto manejo y uso de los dispositivos médicos en pacientes
hospitalizados, se logré hacer llegar a América Latina un programa de tecnovigilancia,
el cual ha tenido tres hitos importantes que a continuacién se mencionan

cronoldégicamente:
a) 1986: la Organizacién Panamericana de la Salud (ors) organizé una conferencia

internacional de autoridades reguladoras de dispositivos médicos, dedicada a la

busqueda intencionada de efectos adversos y nocivos a la salud de los pacientes.
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b) 1999: la oms gener6 la primera reunién de consulta sobre regulacién de equipos
y dispositivos médicos, donde se expusicron temas alrededor de los registros
sanitarios de los dispositivos médicos y los proyectos de estandarizacién
de tecnovigilancia.

c) 2001-2003: la oms publicé unas gufas para promover los programas de regulari-
zacién de dispositivos médicos y las medidas a tomar ante los efectos adver-

sos que pueden ocurrir durante su uso en tratamientos médicos (Guzmdn y
Otdlvaro, 2012).

Sin embargo, la palabra tecnovigilancia no fue acufiada sino hasta el afio 2013, a
partir de que la oms publicara el libro Human resources for medical devices, en el que
sefiala a la tecnovigilancia como la accién fundamental de los profesionales de la
salud, biomédico, médico o farmacéutico para la asignacién racional, monitoreo y
vigilancia de la seguridad y eficacia de cualquier dispositivo médico que acompane
una terapia farmacolégica (World Health Organization, 2018).

Visién actual de la tecnovigilancia

Hoy en dia la tecnovigilancia estd encaminada a reforzar la salud publica mediante
acciones e intervenciones que permitan estimular el desarrollo de nuevas tecnologfas de
atencién primaria a la recuperacién de la salud, prevenir y diagnosticar enfermedades,
curar lesiones y estimular el desarrollo funcional y prolongado de la vida (Rodriguez
y Rueda, 2005), para que el individuo y la comunidad puedan gozar del acceso
oportuno y eficaz a los servicios de promocién, prevencién, proteccién especifica y
recuperacién de la salud.

Enfocar esfuerzos en actividades de tecnovigilancia permite la identificacién y la
cualificacién de eventos adversos serios e indeseados producidos por los dispositivos
médicos, asi como la identificacién de los factores de riesgo asociados a estos efectos.
Las acciones de tecnovigilancia se basan en la notificacidn, registro y evaluacién
sistemdtica de los efectos adversos a los dispositivos médicos, con el fin de determinar
la frecuencia, gravedad e incidencia de los mismos para prevenir su aparicién
(ProMéxico, 2017).

La vigilancia del correcto funcionamiento de los dispositivos médicos usados en
conjunto con una terapia farmacoldgica, requiere la generacién de nuevas técnicas
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para la deteccidén, difusién e investigacién sobre incidentes adversos de dispositivos

médicos durante su uso, que se vean reflejadas en programas de aplicacién basados en

la tecnovigilancia activa.

Hacer tecnovigilancia no se limita a atender el aspecto bdsico del control de la

calidad en la fabricacién los dispositivos médicos utilizados como complemento de la

terapia farmacolégica, sino que se extiende a garantizar la seguridad y efectividad de
p g q g g y

estos productos una vez puestos en el mercado, ya sean usados de forma colectiva o

individualmente, mediante cuatro rubros:

a)

d)

Garantia de informacidn: corroborando que el disefio del dispositivo médico y los
métodos de produccién estdn documentados conforme a la regulacién vigente.
Garantia de seguridad: conociendo los riesgos potenciales del dispositivo con
anterioridad a su uso en pacientes, usuarios o terceros (personal de salud).
Garantfa de eficacia: cuidando que el dispositivo médico logre las caracteristicas
del uso pretendido o desempefio establecidas por el fabricante.

Garantia de calidad: asegurdndose de que el dispositivo fabricado proporciona las
mismas caracteristicas de desempefio que el prototipo o disefio, y que no interfiere

con la terapia farmacoldgica.

Para cumplir en su totalidad las garantias de tecnovigilancia, la oMs establece que

la forma correcta de realizar esta investigacién debe estar basada en los siguien-

tes métodos:

a)

Bisqueda intencionada: es decir, estar al pendiente de los reportes médicos
registrados y de la visita médica, donde se dé puntual seguimiento al motivo
o proceso del evento asociado al dispositivo médico, desde la ubicacién hasta

su correccidn.

b) Actividad informada: respondiendo a los reportes puntualmente realizados

de forma verbal o escrita por parte del personal médico o de enfermerfa o
bien de pacientes y familiares al responsable de tecnovigilancia de las unidades
hospitalarias, mencionando el caso completo frente al evento adverso al dispositivo

médico (Rojas et al., 2015).
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Con lo cual, el curso actual de la tecnovigilancia estd encaminada hacia:

a) Notificacién inicial de eventos adversos, donde se vean involucrados dispositivos
médicos con registro.

b) Reportes de seguimiento y reporte final del incidente adverso que incluyan las
acciones preventivas y correctivas.

¢) Informe de tecnovigilancia que dé pie al establecimiento de gufas, boletines,
programas, o informacién documentada y publicada.

De este modo, la tecnovigilancia en la actualidad busca establecer un contexto de
responsabilidad que abarque el conjunto de conocimientos, pricticas, procedimientos
y actividades que se originen en las necesidades de salud, y cuyos instrumentos
hospitalarios o dispositivos médicos sean claramente disefiados y utilizados para las
acciones de promocién, prevencién, diagndstico, tratamiento y rehabilitacién, a
partir de experiencias recabadas de la investigacién, que implementen en el futuro una
base de informacién de fécil acceso, para brindar servicios y productos de calidad
siempre con vistas al paciente y a la salud publica (Calderén, 2004).

Niveles de operacién, actores y responsabilidades de la tecnovigilancia

Vigilar los dispositivos médicos no es trabajo de unos cuantos, sino que se trata de un
trabajo en equipo en el que se ven involucrados productores, distribuidores, personal
de la salud (médicos, enfermeros, quimicos, farmacéuticos...), pacientes y familiares,
para monitorear todos y cada uno de los cambios e incidentes adversos que surjan
alrededor de los dispositivos médicos y su uso.

Para esto, siempre es importante tener en cuenta, que existen dos niveles de
operacién de la tecnovigilancia, en los cuales el papel del profesional farmacéutico
ocurre de diferente manera; éstos niveles son:

1. Fase1 o precomercializacién: ocurre antes de que el dispositivo médico salga al
mercado y es necesaria para que a los productos se les otorgue un registro sanitario
o permiso de comercializacién. El papel del farmacéutico especializado consiste en
la implementacidén y realizacidn de programas e inspecciones de seguridad y eficacia.
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Fase 11 o poscomercializacién: se implementa a través de programas de tecnovigilan-
cia, donde el trabajo del farmacéutico especializado consiste en elaborar una serie
de actividades orientadas a la identificacién, evaluacién, gestién, seguimiento y
divulgacién de la informacién oportuna relacionada con los eventos e incidentes
adversos, as{ como la identificacién de los factores de riesgo asociados a estos efectos
(Invima, 2012).

A partir de estos niveles de operacién, en México se han logrado abrir espacios

de farmacia hospitalaria desde los que se buscan crear sistemas y programas de

tecnovigilancia que cubran las necesidades de salud en torno a los dispositivos

médicos. Esto requiere la participacién de distintos sectores profesionales y de

promocién a la salud, entre los cuales estdn las autoridades sanitarias, los profesionales

de la salud, los fabricantes y distribuidores de los dispositivos médicos y los pacientes

y familiares; estos actores se describen a continuacidn:

a)

Secretaria de Salud, que actda a nivel nacional y cuyas funciones se centran en:

— Generar la reglamentacidon relacionada con el desarrollo de programas
nacionales y estatales de tecnovigilancia.

— Evaluar la informacién generada por los programas de tecnovigilancia para
establecer politicas pertinentes.

Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), que se

encarga de:

— Coordinar y dar seguimiento a los programas de tecnovigilancia.

— Generar los mecanismos para identificar, recolectar, evaluar y gestionar la
informacién sobre los eventos e incidentes adversos asociados a los dispositi-
vos médicos usados por la poblacién en el territorio nacional.

— Aplicar medidas de prevencidn, vigilancia, control y seguimiento a los casos
reportados.

Centros nacionales y estales de farmacovigilancia y tecnovigilancia, los cuales

realizan las actividades de:

— Implementar y garantizar la continuidad de los mecanismos para identificar,
recolectar y gestionar informacién sobre eventos asociados a dispositivos
médicos usados a nivel territorial, designando un responsable de dicho
programa, quien serd el contacto que debe reportarse a la COFEPRIS.

— Transmitir a la corepris inmediatamente todo reporte de evento o incidente
adverso serio, y trimestralmente un reporte de los eventos considerados

no serios.
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d) Profesional farmacéutico en los servicios de salud:

— Disefiar e implementar un programa de tecnovigilancia en la instituciéon de
salud que participe.

— Actuar como un profesional competente en el tema, responsable del programa
de tecnovigilancia y las actualizaciones en el mismo.

— Desarrollar actividades de promocién y formacién con los profesionales de la
salud de la institucién, para garantizar una atencién farmacéutica completa.

— Informar a corepris todo evento o incidente adverso serio, dentro de las 72
horas siguientes a la ocurrencia, y trimestralmente a la Secretarfa de Salud el
consolidado de los eventos considerados no serios.

¢) Usuarios, su Gnica y principal funcién es:

— Reportar a su farmacéutico hospitalario la ocurrencia de un evento o incidente
adverso con dispositivos médicos en combinacién o no con su trata-
miento farmacéutico.

f) Fabricante, importador o distribuidor, cuyas responsabilidades de tecnovigi-
lancia son:

— Conocer y aplicar la normativa vigente sobre tecnovigilancia, asi como asumir
las obligaciones y responsabilidades que las normas les imponen.

— Tomar las acciones preventivas y correctivas que sean exigidas por los progra-

mas de tecnovigilancia (Invima, 2012).

De esta manera la continua incorporacién de los programas de tecnovigilancia,
asumiendo sus dos niveles de aplicacién (nacional y estatal), e integrando distintos
actores y responsabilidades, permite la administracién de los riesgos hospitalarios y
el control de la calidad de los productos e insumos médicos que interactian con la

terapia farmacolégica y la salud del paciente.

Vigilancia activa a eventos adversos con dispositivos médicos

Desde la aparicién de la tecnovigilancia como proceso del cuidado de la seguridad
y eficacia de dispositivos médicos, la oMs y la ops, se han preocupado por establecer
programas que buscan crear y fortalecer los sistemas de regulacién de estos insumos
para la salud, buscando las herramientas necesarias para satisfacer una atencién

farmacéutica, médica, sanitaria y tecnoldgica de calidad. Asi, con el fin de garantizar el
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impacto de la tecnovigilancia, se ha generado un proceso de vigilancia activa, basado

en las dos fases de actividad que se describen a continuacién:

a) Descripcién de la seguridad como un proceso de gestién de riesgos, que debe
realizarse durante todo el ciclo de vida de los dispositivos médicos, evaluando
su seguridad, eficacia y mantenimiento del acondicionamiento de la calidad
de los dispositivos médicos. Esto debe demostrarse antes de la concesién del
registro sanitario, o bien antes de que la obtencién del permiso de comercializa-
cién (Luengas, 2009). La finalidad de este proceso es reducir los riesgos de
precomercializacién, evitando la incidencia de problemas de produccién cuando
los insumos médicos lleguen al consumidor final.

b) Vigilancia a eventos adversos como parte de la bisqueda dirigida, que consiste
en una serie de actividades orientadas a la identificacién, evaluacién, gestién,
seguimiento y divulgacién oportuna de la informacidn relacionada con los
eventos e incidentes adversos y problemas de seguridad que se presenten durante
la utilizacién de los dispositivos médicos ya comercializados (INVIMA, 2012),
en donde el fin primordial es eliminar y detectar para corregir toda respuesta no

esperada en el uso de estos insumos de salud en la fase de poscomercializacién.

Sin embargo, la vigilancia activa de los incidentes y eventos adversos a dispositivos
médicos, ademds de incluir las dos fases anteriores, debe contemplar un aspecto
final de vigilancia basado en la implementacién de guias y procedimientos para la
regularizacién, reporte y atencién de los incidentes no esperados alrededor de los
dispositivos médicos, cuya misién es conducir el actuar de los profesionales de la
atencion a la salud hacia una politica clara que establezca medidas competentes que
permitan diferenciar los eventos e incidentes adversos presentados determinando
la frecuencia, gravedad e incidencia de los mismos para ultimadamente prevenir su
aparicién (Invima, 2012).

De este modo, el principal objetivo de la implementacién de una vigilancia
activa alrededor de los dispositivos médicos antes o después de su comercializacidn,
es prevenir, disminuir o atender los dafios no intencionados al paciente, profesional
de la salud, operador o incluso al medio ambiente. Para ello, los eventos e incidentes
adversos de estos insumos se clasifican de la siguiente forma:
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a) Evento adverso serio: evento no intencionado que pudo haber llevado a la muerte
o al deterioro serio de la salud del paciente, como consecuencia de la utiliza-
cién de un dispositivo médico. Se considera deterioro a la salud la aparicién de
eventos como (Castillo, 2014):

*  Muerte, enfermedad o dafio que amenace la vida.

* Daifio de una funcién o estructura corporal.

* Condicién que requiera una intervencién médica o quirdrgica para prevenir
un dafio permanente de una estructura o funcién corporal.

* Evento que lleve a una incapacidad permanente parcial.

* Evento que necesite una hospitalizacién o una prolongacién en
la hospitalizacién.

* Evento que sea el origen de una malformacién congénita.

b) Evento adverso no serio: evento no intencionado, que no pone en riesgo la salud
o la vida, que puede tener recuperacién sin necesidad de terapia farmacoldgica o
con intervencién farmacoldgica que no dafia, agrava o complica mds la salud del
paciente, como consecuencia de la utilizacién de un dispositivo o aparato de uso
médico (Osorio, 2015).

c) Incidente adverso serio: potencial riesgo de dafio no intencionado que pudo haber
llevado a la muerte o al deterioro serio de la salud del paciente, profesional de
la salud, o cualquier persona involucrada directa o indirectamente con el uso
del dispositivo médico, pero que, por causa de la intervencién de un profesio-
nal de la salud, o una barrera de seguridad, no generd un desenlace adverso (Rojas
etal, 2015).

d) Incidente adverso no serio: potencial riesgo o dafio no intencionado que no causa
complicaciones médicas, quirtrgicas o traumdticas al paciente, profesional o
persona ajena que estuvo en contacto con el dispositivo médico, pero que solo
genera debilidad en el estado de salud sin desencadenar en actividades serias o
eventos adversos (Castillo, 2014).

Como puede verse, la vigilancia activa de los dispositivos médicos se fundamenta
en los riesgos potenciales relacionados con su uso, correlacionando estos riesgos con
actividades complementarias como el servicio hospitalario, la preparacién del personal
de la salud, la notificacién e informe oportuno, el grado de invasividad del dispositivo
médico, la duracién de contacto con el organismo y la generacién de procedimientos

de actuacién en torno a la tecnovigilancia.
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Partiendo de la vigilancia activa, los eventos no esperados e indeseables de los

dispositivos médicos pueden categorizarse en respuesta a los siguientes criterios:

1)

Entendiendo el lugar de uso, respondiendo al espacio fisico y al tipo de dispositivo

médico que se utiliza. Las clasificaciones pueden ser (Guzmdn y Otdlvaro, 2012):

Ambulatorio: los causados por dispositivos médicos de curacién o utilizados
en la consulta dental.

Prehospitalario: los causados por todos los dispositivos médicos asociados a la
toma de signos vitales o monitoreo.

Consulta externa: los causados por los dispositivos médicos utilizados en una
consulta médica, desde balanzas y toma de signos, hasta curaciones y toma
de muestras.

Urgencias: los asociados al uso del dispositivo médicos dentro un proceso de
internamiento hospitalario.

Traslado: los asociados a los dafios causados por el uso de equipos y dispositivos
médicos dentro del proceso de traslados hospitalario, ya sea dentro o fuera de
la ambulancia.

Implante: los relacionados a eventos no esperados con dispositivos médicos

dentro del proceso de colocacién de implantes.

Por riesgo de accidn, o a la forma en que funcionan los dispositivos médicos

utilizados, dentro de los que estdn las clasificaciones de (Osorio, 2015):

Invasividad: los causados cuando el dispositivo médico atraviesa parcial o
totalmente la superficie corporal.
Actividad: los producidos cuando se necesita de corrientes eléctricas para el

funcionamiento de los dispositivos médicos.

Por el tempo de uso, asociado al tiempo de vida que permanece activo el

dispositivo médico en el cuerpo humano, dentro de los que tenemos (Guzmdn y
Otdlvaro, 2012):

L]

Transitorio: cuando los dispositivos médicos que causaron el evento adverso
permanecieron por no mds de 30 minutos en el cuerpo humano.

Corto plazo: los causados por el dispositivo médico que estuvo en contacto
con el cuerpo humano, entre 31 minutos y 60 dias.

Largo plazo: los ocasionados por dispositivos médicos que permanecieron
en contacto con el cuerpo humano por mds de 60 dias, sin hacer cambio

del mismo.
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5)

Por la naturaleza de la aplicacidn, los asociados al uso del dispositivo médico y el

contacto que éste tiene con el cuerpo humano, tales como (Rojas et al., 2015):

Baja naturaleza: los causados por los dispositivos médicos de uso en curaciones
y sin actividad dentro de la superficie corporal.

Moderada naturaleza: los causados por dispositivos médicos punzo cortantes,
que atraviesan total o parcialmente la superficie corporal.

Alta naturaleza: los causados por dispositivos médicos que invaden el cuerpo
humano, drganos y tejidos.

Muy alta naturaleza: los relacionados con los dispositivos médicos que
se quedan permanentemente en el cuerpo humano o por un periodo de

tiempo prolongado.

Por el dafio causado, en relacién a la gravedad del riesgo inherente a la utilizacién

de los insumos de la salud, que pueden ser (Osorio, 2015):

Serio o clase 111: los que implican la pérdida total o parcial de la funcién de un
6rgano o sistema.

No serio o clase IIA: los que generan dafio o riesgo que puede ser recuperado
sin la asistencia médica.

Moderado o clase 11B: los que requieren tratarse con intervencién médica o
farmacoldgica distinta a la de la patologia inicial.

Leve o clase 1: los asociados a dafios minimos o a la invasividad de un cuerpo

extrafio en el cuerpo humano, como son las jeringas.

Esta categorizacién es el punto de partida de la vigilancia activa de eventos adversos

asociados a dispositivos médicos, en tanto establece conceptos que pueden aplicarse

cuando sea necesario y conforme a los recursos disponibles que son indicativos de

los diferentes procesos reguladores de los dispositivos médicos. La tecnovigilancia

no puede perder de vista que su finalidad es la seguridad del paciente cuando ésta

depende de la calidad y eficacia del dispositivo médico, para lo cual debe garantizar

el conocimiento del profesional de la salud y el reporte oportuno de todas las

observaciones en torno a estos insumos de salud, considerando que los dispositivos

médicos estdn disefiados para prevenir, diagnosticar o corregir problemas de salud,

y no para agravar la estancia intrahospitalaria o extrahospitalaria de los pacientes en

atencion a su patologfa de diagnéstico (Ruiz, Gonzélez y Alcalde, 2015).
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Los nuevos retos de la tecnovigilancia en México

Dentro del territorio mexicano existen mds de 1000 diferentes dispositivos médicos
que son utilizados con regularidad. La principal necesidad en términos de la
tecnovigilancia estd encaminada a la prevencidn, deteccién, investigacién, evaluacién
y difusién de informacién sobre incidentes adversos o potencialmente adversos
relacionados a los mismos.
El hecho de saber que todos los dispositivos médicos poseen cierto grado de riesgo
(el cual podria causar problemas en circunstancias especificas) hace que las autoridades
sanitarias en México centren sus objetivos en dos caminos en particular:
1) La identificacién y evaluacién de incidentes adversos producidos por los
dispositivos médicos en uso.

2) Laidentificacidn de los factores de riesgo asociados a éstos.

Asi, estructurar un sistema de vigilancia para garantizar la calidad y efectividad de
estos productos, involucra el establecimiento de sistemas operativos y procesos que
minimicen la probabilidad de incidentes adversos y maximicen la probabilidad de
detectarlos cuando ocurran (Tejada y Ibafiez, 2008).

Para México, la implementacién de la tecnovigilancia es parte de las actividades
de vigilancia farmacéuticas y clinicas. El reto principal es la generacién y puesta en
marcha de programas de control de dispositivos médicos en las instituciones prestadoras
de servicios de salud a nivel nacional. El proyecto nacional de tecnovigilancia
establece como elementos minimos el requisito de calidad de los dispositivos médicos
y la prevencién, deteccién, investigacién y difusién de informacién sobre incidentes
y eventos adversos a los dispositivos médicos durante su uso (SSA-Secretarfa de
Salud, 2012).

Es importante mencionar que la aplicacién de un proyecto nacional de
tecnovigilancia se ha visto retrasado por situaciones que involucran: a) la falta de
reporte de incidencia por parte de los usuarios, b) el desconocimiento del drea
hospitalaria farmacéutica o del profesional destinado a la atencién de eventos adversos
asociados a los dispositivos médicos, ¢) la desinformacién de las caracteristicas que
constituyen un incidente o evento adverso y d) el desconocimiento de las caracteris-
ticas de calidad y seguridad que deben cumplir los dispositivos médicos. Estos factores
han impedido establecer las politicas, programas y procedimientos necesarios en

materia de tecnovigilancia en el territorio nacional (Olivares, 2012).
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Como lo enuncia la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), en
su versién 2017 en el Suplemento de actividades de tecnovigilancia, el reto actual
es contar con una gufa o procedimientos especificos que describan las actividades
de tecnovigilancia y que se establezca con claridad el papel del farmacéutico como
el profesional encargado de la vigilancia de los dispositivos médicos, asi como su rol
fundamental en la prevencidn, notificacién, difusién y educacién de la tecnovigilancia.

Estas gufas o procedimientos para garantizar la seguridad de los dispositivos
médicos y la proteccién de la salud del paciente, ademds de facilitar el procedimiento
para realizar las actividades de tecnovigilancia, deben considerar tres aspectos bdsicos:

1) Notificacién de incidentes: mediante la creacién de unidades de tecnovigilancia,
que cuenten con un responsable capacitado en el 4rea, al que se le dé aviso de
cualquier evento suscitado alrededor del uso de los dispositivos médicos y que
se encargue de ser el interlocutor entre pacientes y el equipo de profesionales de
la salud.

2) Acciones correctivas 0 preventivas: basadas en la preparacion del profesional
farmacéutico que se encargue de dar a conocer las responsabilidades y acciones
de la tecnovigilancia, recabando datos y generando acciones informativas que
acerquen a los usuarios a la aplicacidn de la tecnovigilancia.

3) Informe de tecnovigilancia: donde mediante recoleccién de datos e informacién,
se puedan dar a conocer a los servicios de salud de los sectores ptiblico, social y
privado, los casos acerca de efectos secundarios y eventos adversos asociados al
uso insumos para la salud, con la finalidad de generar criterios de clasificacién y

acciones de prevencién (FEUM, Direccién General de Medicamentos, 2017).

En México, echar a andar el proceso de la tecnovigilancia tiene como principal reto
ser contribuir al crecimiento econémico y tecnoldgico del pais, no s6lo disminuyendo
costos inherentes a los gastos médicos de atencién de los eventos adversos a los
dispositivos médicos, sino en la industria de los dispositivos médicos, desarrollando
nuevos productos de calidad, seguridad y eficacia comprobada competitivos inter-
nacionalmente.

La tecnovigilancia requiere de procedimientos estandarizados que evalden
calidad, seguridad, efectividad y eficacia de los dispositivos médicos, tomando en
cuenta que la demanda de mejores productos la calidad no se debe ver afectada con el
cumplimiento regulatorio de los productos.
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Camino de la tecnovigilancia en el Estado de México: un proceso en construccién

Cubrir las necesidades de atencién médica a nivel nacional y estatal, no sélo requiere
entre muchas otras cosas asegurar que los dispositivos médicos utilizados en conjunto
con la terapia farmacoldgica garanticen el bienestar de los pacientes. Ello requere
que las instituciones de educacién superior generen recursos humanos capacitados, y
que los hospitales de los distintos niveles de atencién contraten a estos profesionales
expertos en el drea, lo cual tiene implicaciones presupuestales.

Si a nivel nacional el proceso de atencién para generar vigilancia activa a los
dispositivos médicos se ha dado a paso lento, en el Estado de México, el camino hacia
la tecnovigilancia apenas comienza a tomar un rumbo claro. El primer paso importante
que se han logrado es la implementacién del Centro Estatal de Farmacovigilancia y
Tecnovigilancia, que para el dmbito de vigilancia activa de dispositivos médicos ha

puesto en marcha tres actividades primordiales que sefialan:

a) Notificacién inicial de eventos adversos involucrados dispositivos médicos que se
encuentran en el mercado de insumos para la salud.

b) Reportes de seguimiento y reporte final del incidente adverso que incluyan las
acciones preventivas y correctivas.

c) Informe de tecnovigilancia que complementen gufas y procedimientos de
operacién que puedan ser aplicados en las instituciones de salud y ademds ser

dados a conocer a la poblacién en general (Sedefio, 2014).

Si bien las actividades de tecnovigilancia atin estdn en etapa de desarrollo en Estado
de México, hay que reconocer que en la farmacovigilancia se han tenido mds aciertos,
y que éstos son la puerta de entrada para la tecnovigilancia. Las acciones en torno a los
eventos adversos asociados al uso de dispositivos médicos, parten del fortalecimiento
de las actividades de farmacovigilancia; es decir, la tecnovigilancia es una linea de
desarrollo conjunta a la farmacovigilancia.

Desde el Centro Estatal de Farmacovigilancia y Tecnovigilancia se han podido
establecer los lineamientos sobre los cuales se deben realizar las actividades de
tecnovigilancia, asi como el control sobre estos dispositivos médicos. El objetivo, por
supuesto, es tomar las medidas preventivas y correctivas necesarias para disminuir el
nimero de incidentes que puedan causar algtin deterioro de la salud de los pacientes,
profesionales de la salud, operadores y familiares (Ruiz, 2018).
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De esta forma, el verdadero reto de la tecnovigilancia en el Estado de México y
en todo el pafs, mds alld de reducir los incidentes adversos a dispositivos médicos, es
posicionar el papel del farmacéutico dentro del campo de los servicios de atencién
a la salud que garanticen la recuperacién y el bienestar del paciente, dentro de las
siguientes acciones:

e  Seleccién: de medicamentos y dispositivos médicos, mediante un proceso
multidisciplinario que asegure el acceso a los firmacos e insumos médicos.

*  Adquisicidn: de insumos para la salud, garantizando la disponibilidad de éstos.

*  Asesoramiento técnico: aportar informacién oportuna en relacién a los dispositivos
médicos y su terapia farmacoldgica conjunta, respetando las normas vigentes y
notificando la aparicién de incidentes adversos.

*  Recepcidn, almacenamiento y conservacién de insumos farmacéuticos, en cumpli-
miento regulatorio.

*  Farmacovigilancia y tecnovigilancia: mediante el formulario de notificacién de
efectos adversos.

El farmacéutico es el profesional lider para hacer un uso racional, informado, seguro
y de calidad de los dispositivos médicos, y asegurar el acceso a la informacién, y en él
recae la incorporacién de todos los servicios, acciones, prevenciones y correcciones de
tecnovigilancia (Calderén, 2004).

CONCLUSION

Si bien la vigilancia activa de los dispositivos médicos en el Estado de México es un
proceso que pretende rendir frutos a corto, mediano y largo plazo, hay que analizar
que, de los cerca de 17 millones de habitantes de esta entidad, gran parte de la poblacién
usuaria de los servicios asistenciales de salud se encuentra en edad pedidtrica. Ello
hace que los pacientes estén en una etapa de mayor vulnerabilidad y, en este sentido,
la calidad, seguridad y eficacia de los dispositivos médicos que acompafan su terapia
farmacoldgica debe ser procurada y atendida a la brevedad (Ruiz, 2018).

Junto con el camino hacia la implementacién de un modelo completo de
tecnovigilancia en el Estado de México, también se debe hacer énfasis en generar guias
y procedimientos de vigilancia destinados exclusivamente a los grupos vulnerables

de la poblacién. Ello requiere la creacién de una red coordinada de vigilancia que
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involucre a todos los actores y sectores: institutos de atencién pedidtrica, profesionales
de la salud de los centros hospitalarios puablicos y privados, fabricantes, importadores
y distribuidores de dispositivos médicos, pacientes y familiares y publico en general.

Al ser un tema poco conocido, el camino de la implementacién de la tecnovigilan-
cia debe enfocarse en la toma de medidas de buasqueda, correccién y notificacién de
incidentes adversos a dispositivos médicos, como una necesidad que nace desde el
drea quimica y farmacéutica, donde se pueda implementar un programa de atencién
al paciente, y se mantenga un monitoreo constante de los dispositivos médicos,
estando al tanto de los cambios clinicos, farmacolégicos y biol6gicos del paciente
pedidtrico en relacién al dispositivo médico en uso, pero también monitorear los
registros sanitarios vigentes, los nuevos dispositivos médicos tecnoldgicos y cientificos,
y las medidas correctivas que se puedan aplicar (Calderdén, 2004).

Estas consideraciones traerfan consigo respuestas positivas, encaminadas a:

e La oportuna atencién de reacciones adversas a los dispositivos médicos evitando
que la estancia hospitalaria se complique, agrave o dafie otros tejidos u érganos.

*  Sentar las bases para mantener un reconocimiento y control de los registros
sanitarios de dispositivos médicos, que comprenda el conocimiento de los posi-
bles efectos adversos que pueden presentarse en relacién a los mismos, la forma de
corregirlos, la terapia farmacoldgica adecuada al uso del dispositivo.

*  Establecer gufas fdrmaco y tecno terapéuticas plenamente sustentadas con base
a reportes médicos, farmacoldgicos, sanitarios y normativos, que en lo posterior
sean documentos de referencia para saber cémo responder y actuar ante un evento

asociado a reportes de farmaco y tecnovigilancia (Osorio, 2015).

Asi, el disefio de un programa de tecnovigilancia enfocado en cualquier persona en
el territorio estatal que haya cursado por reacciones adversas a dispositivos médicos,
se enfoca en la necesidad de generar grupos de apoyo que puedan responder a las
complicaciones terapéuticas y farmacéuticas de los pacientes hospitalizados bajo
tratamiento farmacolégico y con apoyo de éstos insumos a la salud, evitando que los
dafios se vean elevados de moderados a letales. Siendo necesario encaminar el proyecto
de tecnovigilancia desde cualquier 4rea de la salud, en virtud de los conocimientos
técnicos, experiencia, educacién o capacitacién, para participar activamente en la

busqueda, correccién y notificacién de incidentes adversos a dispositivos médicos.
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CONOCIMIENTOS, HABILIDADES Y ACTITUDES
EN FARMACOVIGILANCIA ENTRE PROFESIONALES
DE LA SALUD Y UTILIDAD DE LAS INTERVENCIONES
EDUCATIVAS COMO HERRAMIENTA DE MEJORA DE ESTOS

Jesus Mata Maldonado'
Mariana Ortiz Reynoso"

Desde hace varios afios, la farmacovigilancia (Fcv) se ha encargado de la pesquisa,
informe y prosecucién de las reacciones adversas a los medicamentos (RAM), sin
embargo, su estudio adn es irregular. Se han hecho grandes intentos colectivos para
incentivar el reporte de RAM, no obstante, subsisten fluctuaciones entre las naciones
miembros del Uppsala Monitoring Centre (UMC). Lo anterior pone de manifiesto la
necesidad de homogenizar los conocimientos, actitudes y habilidades en Fcv (CAHFV)
con que cuentan los profesionistas sanitarios. En este capitulo, se examinan algunos
trabajos actuales que versan en la estimacién de CAHFV en farmacovigilancia entre
profesionales del drea de la salud en el mundo, notdndose que en la mayoria de los
estudios los participantes cuentan con pobres conocimientos y actitudes desfavorables
ante la Fcv.

Por otra parte, se presentan los resultados de una investigacién llevada a cabo
sobre las implicaciones de una intervencién educativa (programa de adiestramiento)
en los conocimientos en FCv y en el nimero y calidad de reportes de rRaM en
personal de enfermerfa y medicina de un hospital publico de segundo nivel de
atencién ubicado en el Estado de México. Por tal motivo, se estructurd y aplicé un
instrumento de evaluacién de conocimientos previa y seguidamente a la intervencién
y se dio seguimiento a los reportes de RAM efectuados en dicho periodo. Los hallazgos
obtenidos fueron interpretados con ayuda de métodos estadisticos descriptivos y de
comparacién. Después de la intervencién educativa en los sujetos, los conocimientos

en FCV incrementaron de manera sustancial en el personal de enfermeria; la cifra
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de notificaciones de RAM se acrecenté al igual que la calidad a su méximo grado; de
manera que es fundamental instruir ininterrumpidamente en el campo de la Fcv.

INTRODUCCION

Tradicionalmente, los firmacos se utilizan con el fin de curar, prevenir, manejar o
reducir las patologfas en seres humanos coadyuvando en una mejor calidad de vida
para el paciente enfermo. Sin embargo, es bien sabido desde la antigiiedad que existen
riesgos intrinsecos a la farmacoterapia entre los cuales se hallan las rRaM, objeto de
estudio de la Fcv.

Una RAM es toda respuesta perjudicial y no esperada que se presenta en el paciente
ante el consumo de un medicamento en la posologia adecuada utilizada con fines
profildcticos, diagndsticos o terapéuticos. Por otro lado, la Fcv se refiere al estudio y
actividades encaminadas a detectar, evaluar, comprender y prevenir efectos adversos
u otros problemas relacionados con los medicamentos (World Health Organiza-
tion, 2002).

Entre las actividades concernientes a la FCv estdn la valoracién de las raMm, la
confeccién de planes de gestién de riesgos e informes periédicos de seguridad, asi como
de estudios de seguridad poscomercializacién y mds. La FCv es pues una disciplina que
involucra a diversos actores, principalmente a los pacientes, instituciones de salud,
farmacéuticas, nosocomios y por supuesto, a los profesionistas sanitarios (Secretarfa
de Salud, 2009).

El personal de enfermerfa, medicina y farmacia es esencial en la Fcv puesto que
es durante la préctica clinica habitual cuando se pueden detectar y reportar en mayor
medida las sospechas de Ram (sRaM) en los pacientes. Ademds, tiene el deber de ensenar
y sensibilizar a la poblacién sobre la trascendencia de la Fcv como herramienta de
calidad y seguridad de la farmacoterapia.

Para un adecuado desarrollo de la Fcv en los hospitales, se debe iniciar con la
formacién del personal de salud para la notificacién espontdnea de SRAM o si se cuenta
con un equipo de farmacéuticos ellos pueden llevar a cabo una rcv intensiva (Rosete
Reyes, 2011).

Y es que la morbilidad e incluso la mortalidad derivadas del empleo de

medicamentos son factores de preocupacién para el sistema sanitario dado que las
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RAM generan ingreso hospitalario o prolongan la estadia del paciente afectado y si
se trata de RAM consideradas graves pueden dejar huellas permanentes u ocasionar
la muerte (Salas Rojas, Pérez Morales, Meléndez Lépez y Castro Pastrana, 2012).
Adicionalmente, hay que recordar que los ensayos clinicos a menudo son bastante
restringidos a una poblacién en particular, y aun aquellos que son multicéntricos,
dificilmente los datos obtenidos sobre seguridad y eficacia del medicamento ensayado
se pueden extrapolar a todas las personas en especial de quienes se encuentran en
los extremos de la vida, las mujeres o las que presentan patologias concomitantes y
crénico-degenerativas (Gémez Olivédn, Téllez y Lépez, 2005).

El sector salud también se ve fuertemente impactado, econémicamente hablando,
por la incidencia de RaM entre los pacientes. Por mencionar un ejemplo, se ha llevado
a cabo un estudio en un hospital comunitario de ensefianza de San Luis Potosi,
México en el que se estimé el costo promedio de atencién de eventos adversos hasta en
$117 440.00 de los cuales 83.25% fueron dictaminados como prevenibles (Gutié-
rrez Mendoza, Torres Montes, Soria Orozco, Padrén Salas y Ramirez Herndn-
dez, 2015).

Teniendo en cuenta que la Organizacién Mundial de la Salud (oms) ha intentado
estandarizar los métodos de vigilancia de las RaM en los paises que conforman el
UMC, hoy en dia persiste la desinformacién sobre la Fcv y las Ram empleando diversos
enfoques. Esto se acenttia en centro y Sudamérica, asi como en el continente asidtico
dado que en estas regiones no es sino hasta las dos tltimas décadas cuando se han
puesto en ejecucién sistemas de FCV a través de sus correspondientes Centros
Nacionales de Fcv (World Health Organization, 2002). En este sentido, es imperante
homologar las ticticas de adiestramiento en Fcv, especialmente entre los profesionistas
que laboran en hospitales.

En un ejercicio para instruir en FCv a los nacientes profesionistas sanitarios,
se han hecho modificaciones a la curricula de las licenciaturas y posgrados afines a
ciencias de la salud, insertando tépicos como Fcv, RaM y metodologias de reporte de
srRaM (Rodriguez Carranza, Vidrio y Campos Sepuilveda, 2008). Cabe resaltar en el
planeta existen escasos datos relativos a los CAHFV en vocacionales de la salud (Mata
Maldonado, Ortiz Reynoso y Islas Flores, 2018).

Para mejorar la insercién de la Fcv en los hospitales es primordial evaluar los
CAHFV iniciales de los actores implicados con ayuda de instrumentos validados vy, de
esta manera contar con un sustento tedrico para el trazado de planes de intervencidn.
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Entre los afios 2007 y 2017 se han investigado ampliamente los CAHFV entre
profesionistas sanitarios. Se han difundido cerca de 90 estudios mayoritariamente
transversales y conducidos en al menos 30 naciones de Asia (donde destaca la India),
Europa, América y algunos en Africa; empleando estadisticos descriptivos y pruebas
de correlacién (Abubakar, Simbak y Haque, 2014; Bhagavathula, Elnour, Jamshed y
Shehab, 2016; Mata Maldonado et al, 2018).

De manera undnime, en dichos estudios se utilizaron cuestionarios validados con
anterioridad. En contraste, en México son contadas las investigaciones sobre CAHFV
en profesionales de la salud.

En este capitulo, en primera instancia, se hace un breve recuento de algunos
estudios sobre caHFV efectuados a nivel mundial del 2007 al 2017, con el objeto de
brindar un panorama general del estado actual de la Fcv en el mundo. Posteriormente,
se comenta la importancia de las intervenciones educativas dirigidas a profesionales
de la salud, como parte de las actividades de FCv y su impacto en la mejorfa de CAHEV.
Finalmente, se presentan los resultados obtenidos en un hospital ubicado en el Estado
de México, como un primer esfuerzo por realizar estudios en el campo en México.

Conocimientos, actitudes y habilidades en farmacovigilancia en profesionales de la
salud en diferentes paises

Conocimientos en FCV

Diversos trabajos de investigacién producidos a nivel mundial y que fueron
consultados por el trabajo de revisién de Mata (2018) muestra que, en conjunto, los
profesionistas sanitarios cuentan con conocimientos insuficientes en Fcv. Muchos
estudios concuerdan en la necesidad de formar incesantemente a las personas en Fcv
y de fortificar los planes de estudio de las licenciaturas de ciencias de la salud (Afifi
et al., 2014; Alsaleh, Alzaid, Abahussain, Bayoud y Lemay, 2017; Bhagavathula
et al., 2016).

Como se muestra en el grdfico uno, la mayorfa de los estudios de conocimientos
en FCV entre profesionales de la salud, en los dltimos afios, han sido desarrollados en
paises asidticos y en todos los casos se usaron cuestionarios validados, si bien existe
una diversidad de conocimientos evaluados. Llama la atencién que gran parte de los
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encuestados en dichos estudios no conoce siquiera la definicién correcta de Fcv o de
RAM. Existen insuficiencias importantes en conocimientos en Fcv (Mata Maldonado
etal., 2018).

Actitudes en Fcv

Gran variedad de investigaciones publicadas entre los afios 2009 y 2017 reporta que
un nimero elevado de profesionistas sanitarios poseen actitudes favorables hacia la
FCv. Son conscientes de la trascendencia de la notificacién de sraMm, sin embargo,
s6lo un escaso nimero lo hace atin habiéndolas detectado en el paciente durante la
consulta médica o la estancia hospitalaria.

Si bien se han propagado programas de Fcv alrededor del planeta, un grupo de
profesionistas sanitarios piensa que no se obtiene ningin beneficio aparente de la
notificacién de sRAM, y entre quienes si tienen el hdbito de reportar las srRaM, existe
la idea de sélo vigilar aquellas srRam graves, fortuitas o excepcionales.

En el grifico 2 se explican ciertas posturas declaradas por los participantes.
Llama la atencién Irdn por las evaluaciones positivas de las actitudes en Fcv de sus
profesionales sanitarios.

Entre los motivos que conducen a bajos indices de reporte de sRaM se pueden
citar las carencias de tiempo, de retribucién monetaria, de conocimiento del sitio
propicio para reportar, y de divulgacién e incentivacién de la notificacién de SraMm.
A la lista anterior se suman la complejidad que implica el método de reporte, el
miedo a secuelas reglamentarias y la aparente violacién de la confidencialidad del
paciente. En resumen, los encuestados poseen actitudes negativas de complacencia,
desconocimiento letargo (Mata Maldonado et al., 2018).
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Figura 1. Porcentaje de conocimientos en Fcv de profesionales de la salud

en algunos estudios publicados

Fuente: adaptado de Mata Maldonado et al., 2018.

Figura 2. Porcentaje de actitudes en Fcv de profesionales

de la salud en algunos estudios publicados

Fuentes: adaptado de Mata Maldonado et al., 2018.
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Habilidades en farmacovigilancia

Muchas veces la tarea de reportar SRAM es asignada a los farmacéuticos y en menor
medida al personal de enfermerfa y medicina cuando la Fcv debe incluir a todos
los integrantes del equipo sanitario. Es evidente que no se involucra a todos los
profesionales sanitarios ni a los pacientes en la deteccidn, reporte y monitoreo de Ram
(Abubakar etal., 2014; Mata Maldonado et al., 2018). Mds atin, algunas publicaciones
concuerdan en la necesaria participacién del paciente como principal actor para un
adecuado desarrollo de la Fcv. En la figura 3 se da cuenta de estudios de 2007 a2 2017
sobre habilidades en Fcv en profesionales sanitarios.

Figura 3. Porcentajes de habilidades en Fcv y reporte de ram de algunos
estudios realizados en el mundo

Fuentes: adaptado de Mata Maldonado et al., 2018.

La bibliografia reporta que al menos 70% de profesionistas sanitarios han identifi-
cado sRAM en sus actividades de cuidado y promocién de la salud pero dicha cifra
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se reduce sustancialmente a menos del 40% que ha notificado dichas sram (Adedeji
et al., 2013; Gonzdlez Argiiello, 2007; Hale Zerrin Toklu Mertdogan Soyalan, Onur
Giiltekin, Mehmet Ozpolat, Meryem Deniz Aydin, Ahmet Cayhan Giinay, Dudu
Ozkum Yavuz, Ahmet Akici, Riimeysa Demirdamar, 2016; Perez Garcia y Figueras,
2011; Vessal et al., 2009).

También hay que tener en cuenta la facilitacién de los recursos materiales y la
organizacién adecuada del sistema de FCv puesto que, en los estudios revisados, cerca
del 40% de los profesionistas sanitarios declararon que no tenfan a su alcance los
formatos apropiados para el reporte de sRAM y hasta un 50% ignora el sitio o a quién
dirigirse para notificar (Daher, Ismail y Agarwal, 2013; Gurmesa y Dedefo, 2016; Ray
y Venugopal, 2015). Sélo un mindsculo porcentaje de profesionales de la salud ha
recibido formacién en rcv (Karelia y Piparava, 2014; Khan et al., 2013; Reddy, Pasha,
Rathinavelu, y Reddy, 2014; Stoynova, Getov, Naseva, Lebanova, y Grigorov, 2013;
Su et al., 2010; Vessal et al., 2009). Sin embargo, existe la intencién de los sujetos en
ser capacitados (Hanafi, Torkamandi, Hayatshahi, Gholami, y Javadi, 2012; Oshikoya
y Awobusuyi, 2009; Prakasam et al., 2012; Su et al., 2010).

En resumen, es imperante aleccionar en FCv a los profesionistas sanitarios para
mejorar la prictica de la FCv e incentivar el reporte de sraM.

Las intervenciones educativas como medio de mejora de la farmacovigilancia en los

profesionales de la salud

La educacién sanitaria en FCv es empleada como herramienta de mejora del uso
racional y seguro de los medicamentos a través del modelado de CAHFV. Por tanto,
todos los profesionales sanitarios que participan de la prescripcién, dispensacién y
administracién de fdrmacos deberian ser capacitados continuamente (Castro Ramirez
y Castro Pastrana, 2010).

Desde luego, mds que una préctica punitiva o correctiva, hay que entender a la
educacién sanitaria desde el punto de las siete tesis de Brisefio Ledn, es decir, conce-
birla como una accién sanitaria, transformadora, en la cual los sujetos involucrados
aportan sus conocimientos y se complementan unos a otros; debe ser ademds dialégica
y participativa y fomentar la responsabilidad individual y la cooperacién colectiva,
respetando en todo momento la dignidad de la persona (Bricefio Leon, 1996).
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Diversos estudios dan soporte a la cuantia del diagnéstico de CAHFV y la puesta
en marcha de intervenciones educativas para erradicar el desconocimiento en el tema
y enriquece las actitudes y habilidades en Fcv entre los profesionales sanitarios en
beneficio de la poblacién (Mata Maldonado et al., 2017).

Un estudio efectuado en un hospital alemdn de primer nivel de atencién a la salud
en 38 médicos en 2009, consisti6 en una intervencién educativa de clases tedricas y
précticas sobre FCV y reporte de RAM y evalué el impacto de dicha intervencién en el
nimero e informacién de los reportes de Ram elaborados por los participantes. Luego
de la intervencidén se observé un incremento de 148% la cantidad de reportes y del
90.7% en la calidad de los datos recogidos en dichos reportes (Tabali et al., 2009).

En un hospital de tercer nivel de la India, se realizé una intervencién educativa
con sesiones tedrico-pricticas en 255 profesionales de la salud divididos en médicos,
personal de enfermerfa y farmacéuticos y se midié su impacto en los conocimientos,
actitudes y percepcién en Fcv mediante la aplicacién previa y posterior de un
cuestionario validado encontrdndose una mejora significativa de todos los rubros
evaluados (Rajesh, Vidyasagar y Varma, 2011).

En Bulgaria, se condujo una intervencién educativa empleando materiales
audiovisuales que fueron distribuidos a un grupo de 91 médicos en formato de cD
y se midieron antes y después de dicha intervencién los conocimientos y actitudes
de los sujetos participantes. Por mencionar uno de los rubros evaluados, antes de
la estrategia, sélo el 30.1% estaba familiarizado con el sistema de reporte de RaM y
después de recibir los materiales de formacién dicho porcentaje aumenté a 53%. De
igual modo sucedi6 con el resto de los objetos evaluados (Stoynova et al., 2013).

Otro trabajo llevado a cabo en enfermeras de la ciudad de Terdn, Irdn, en 2010,
indicé que luego de recibir educacién en Fcv y reporte de RaM, los conocimientos,
actitudes y percepcién en FCV aumentaron en gran medida y se recibieron tan sélo en el
periodo de cuatro meses del estudio 26 reportes, lo cual es significativo considerando
que antes de la intervencién no se efectuaba ninguna notificacién de ram (Hanafi
etal., 2014).

Mds recientemente, en otro hospital de tercer nivel hindd, se condujo un estu-
dio en 235 médicos y personal de enfermerfa, se encontré6 que hubo mejoria
significativa en los conocimientos, actitudes y percepcién de los profesionales antes
y después de una intervenciéon educativa; ademds el nimero de reportes de RAM se
duplicé luego de la intervencién (Ganesan et al., 2017).
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En México hasta el ano 2017 no existia ningtin estudio relativo al diagnéstico
de conocimientos, actitudes y habilidades entre profesionistas sanitarios, de ahi
la relevancia y trascendencia de estudios como el llevado a cabo, el cual se expone
a continuacidn.

Evaluacién de la respuesta de un programa de adiestramiento en farmacovigilancia

entre profesionales sanitarios en un hospital mexicano de segundo nivel de atencién

Como objetivo general del trabajo, se evalué el impacto de una intervencién educativa
(programa de adiestramiento) en los CAHFV, en el personal de medicina y enfermeria
de un hospital publico de segundo nivel de atencién del Estado de México, México.

MEeTODOLOGIA

La investigacidn, de tipo prospectiva, fue conducida entre junio de 2016 y octubre de
2017 en un hospital piblico de segundo nivel de atencién de la salud con especialidad
en ginecologia y obstetricia ubicado en el Estado de México. Los participantes se
incorporaron de forma voluntaria, conformdndose la muestra por 39 médicos y 61
enfermeros quienes laboraban en ese momento en el departamento de enfermerfa y
los departamentos médicos de neonatologfa, anestesiologfa, clinica, epidemiologfa,
educacién e investigacién.

Fase 1. Disefio y pilotaje del cuestionario de evaluacién de CAHFV

El estudio se efectué en tres fases, a saber:

a) Sedeterminaron las variables de CAHFV de interés a ser medidas, sus dimensiones
e indicadores para enseguida redactar de acuerdo con los lineamientos para la
construccién de reactivos del Centro Nacional para la Evaluacién de la Educacién
Superior, (CENEVAL, 2013) y la taxonomia de Bloom (Bloom, Engelhart, Furst,
Hill y Krathwohl, 1956) un conjunto de reactivos considerando algunos estudios
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previos realizados en otros paises y la normatividad mexicana aplicable (Secretarfa
de Salud, 2009, 2017).

b) Sesometieron los cuestionarios a consenso de un panel multidisciplinario de ocho
expertos en educacidén y tdcticas educativas, dos en disefio de cuestionarios, tres en
FCV y uno en epidemiologfa, adscritos a la UAEM, la Comisién para la Proteccién
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y el hospital sede del estudio (método Delphi)
quienes hicieron observaciones y sugerencias a los cuestionarios, dictaminando la
viabilidad de la administracién de éstos.

c) Se hizo un ensayo de administracién de los cuestionarios empleando 20
profesionistas de medicina y enfermerfa del mismo hospital y, con base en lo
observado durante el proceso de aplicacidn, se redisefiaron los instrumentos para

modelar sus versiones definitivas.

Asi, el cuestionario de habilidades y actitudes en Fcv, abarca las habilidades de
diagnéstico y reporte de sraMm, llenado del formato de srRaM, comunicacién con el
paciente, aprendizaje auténomo, trabajo colegiado e investigacién. Ademds, se
cuantificaron con apoyo de una escala de Likert de 5 puntos actitudes positivas
de responsabilidad con la salud del paciente, inclinacién al aprendizaje, altruismo,
proactividad, disposicién, colaboracién y responsabilidad; también actitudes negati-
vas de flojera, indisposicién, miedo, desconocimiento, desinterés, inseguridad y
desestimacién.

Del mismo modo, el cuestionario de conocimientos en FCv tiene dos apartados: el
primero de ellos recaba datos de los participantes como sexo, edad, profesion y si cuenta
o no con especialidad y el segundo posee 19 cuestionamientos de opcién multiple con
valor de un punto cada uno, para valorar las definiciones de Fcv, RAM, notificacién
espontdnea, problemas relacionados a los medicamentos (PRM), evento adverso y error
de medicacién; la utilidad y elementos de la Fcv; la metodologia y secuencia de pasos
para efectuar el reporte de SRAM; y un ejemplo clinico de una RaM.

Fase 2. Diagnéstico situacional, diseno y puesta en marcha de la intervencién educativa
Se ejecuté un diagndstico de conocimientos en FCv en los sujetos mediante

autoadministracién grupal de los cuestionarios antes de la intervencién educativa y,
de acuerdo con las dreas de oportunidad reconocidas, la normativa en FCv en turno
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y la organizacién del hospital, se trazé y realizé un programa de adiestramiento. El
programa o intervencién educativa fue impartido en cuatro unidades e incluy6 lineas
temdticas como FCV, RAM, factores de susceptibilidad y mecanismos de produccién
de rRAM, legislacién en Fcv en México y metodologias de reporte de sram. Cada
unidad fue abordada mediante sesiones de una hora empleando como estrategias
clases, conferencias, andlisis grupales y un seminario de llenado de formato de sram
de COFEPRIS.

Fase 3. Evaluacién del impacto de la intervencién educativa

Luego de haber puesto en operacién el programa de adiestramiento en Fcv, se
autoadministraron nuevamente los cuestionarios de CAHFV en los participantes y
se procedié a la codificacién y andlisis de los datos con ayuda del software SPSS
Statistics Versién 22.0.0.0. Se revisaron los puntajes del cuestionario de conocimientos
en Fcv de cada participante agrupdndose en las categorfas de bueno (13-19 puntos),
regular (7-12 puntos) o deficiente (1-6 puntos); posteriormente se analizaron
individualmente las respuestas correctas de los cuestionamientos valiéndose de
estadistica descriptiva y la prueba de Mc Nemar, reconociendo de este modo la exis-
tencia o ausencia de diferencias estadisticamente significativas con el programa de
adiestramiento. Con la prueba de rangos signados de Wilcoxon se analizé el impacto
del programa de adiestramiento en los conocimientos del personal de medicina y
enfermerfa, y, de igual forma, entre ambas profesiones (U de Mann-Whitney).
Usando la prueba de Chi cuadrada se buscaron probables asociaciones entre el nivel
de conocimientos en Fcv de los encuestados y las variables: “profesién, especializa-
cién, sexo y edad”. En todas las pruebas estadisticas un valor p<0.05 se consideré
significativo. Finalmente, se empled la moda de la frecuencia de cada respuesta segin
una escala de Likert de 5 puntos para las habilidades y actitudes en Fcv.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio tomaron parte 100 profesionistas sanitarios (61 enfermeros y 39 médicos)
mediante la aplicacién y respuesta de instrumentos de evaluacién de CAHFV antes
y ulteriormente a la intervencién. El 72% son mujeres, con un intervalo de edad de
20 a 40 afios y tnicamente 27% tiene especialidad. Los hallazgos encontrados en
CAHFV de los sujetos participantes se muestran en lo sucesivo.

Conocimientos en FCV

La calificacién del instrumento de evaluacién de conocimientos en FCV conseguida
por los sujetos participantes progresé al recibir el adiestramiento. El promedio general
para dichos profesionistas sanitarios antes del programa de adiestramiento fue de 8.93
sobre 19 puntos y de 13.70 después. Especificamente los profesionales de medicina
obtuvieron un promedio de 9.56 puntos antes y de 11.25 puntos terminada la
capacitacién; de igual forma el personal de enfermerfa obtuvo 8.52 puntos antes y
15.26 después.

El nivel de conocimientos en FCv antes de la formacién fue regular en 80%
de los casos, valor que aumenté a un nivel bueno en el 58% de los participantes o
conservdndose en regular en 41% restante. Solamente 1% mantuvo un nivel deficiente.
Asimismo, empleando la prueba de rangos signados de Wilcoxon, se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) previo y posterior a la instruccién en FCv en ambos
profesionales de la salud.

Se efectué ademds una comparacién entre los conocimientos en Fcv de los
enfermeros y los médicos (test de U de Mann-Whitney, p<0.05) distinguiéndose
de forma significativa el personal de enfermerfa por exhibir conocimientos en FCv
superiores a los médicos. Los hallazgos indican que el nivel de conocimientos en
rcv de los encuestados y la profesién, asi como si cuentan o no con algiin grado de
especializacién en sus respectivas carreras, estdn asociados significativamente entre
si (prueba de Chi cuadrada p<0.05) mientras que no existe asociacién entre los
conocimientos en FCV y el sexo o la edad.

Los porcentajes de respuestas correctas del cuestionario de conocimientos en FCv
se muestran en la figura 4, tanto antes como después del adiestramiento. Por ejemplo,
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con anterioridad a la formacién que recibieron los médicos éstos fueron capaces de
definir acertadamente a la Fcv, las RAM y la notificacidn espontdnea en un 74.4%,
79% y 74.4% segun corresponde. El personal de enfermeria, en contraparte, exhibié
diferencias significativas en la totalidad de conocimientos en Fcv evaluados a posteriori

de la formacién (p<0.05).

Figura 4. Evaluacién de los conocimientos en FCv antes y después de la

intervencién educativa en médicos y enfermeros

* p<0.05 Calculada por Test de Mc Nemar. Fcv: farmacovigilancia, EA: Evento Adverso, Ram: Reaccién Adversa a los
Medicamentos, PRM: Problema Relacionado a los Medicamentos.
Fuente: Mata Maldonado, et al., 2017.

Como comun denominador en el estudio, incrementaron significativamente
(p<0.05) todos los conocimientos del personal de enfermerfa, en contraparte, en los
médicos, solamente hubo diferencias significativas en la definicién de notificacién
espontdnea y de la diferencia entre PRM, RAM, eventos adversos y errores de
medicacién (grifico 4).
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Habilidades en rcv

Respecto a las habilidades en Fcv, en la figura 5 se aprecia que éstas incrementaron
después de la intervencién educativa. Destacan sobre todo las habilidades de deteccién
de RAM en sistema nervioso, de aprendizaje auténomo, de notificacién de rRaM y de
llenado correcto del formato para tal fin.

Figura 5. Habilidades en farmacovigilancia previas y posteriores

al adiestramiento en los sujetos en estudio

Actitudes en FCv

Al investigar las actitudes en FCv antes y después del adiestramiento en los sujetos
estudiados se observé una clara atenuacién de las actitudes negativas: de flojera,
indisposicién, miedo, desconocimiento e inseguridad; por el contrario, el desinterés y
la desestimacién permanecieron en una puntuacién muy baja (figura 6). En contraste,
entre el personal de medicina se elevaron la proactividad, el interés y la colaboracién
mientras que el resto de las actitudes positivas se sostuvieron en todos los sujetos

(hgura 7).
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Figura 6. Actitudes negativas en FCV previas y posteriores

al adiestramiento en los sujetos en estudio

Fuente: Mata Maldonado, et al., 2017.

Figura 7. Actitudes positivas en FCV previas y posteriores al adiestramiento

en los sujetos en estudio

Fuente: Mata Maldonado, et al., 2017.
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Evaluacion del niimero y calidad de los reportes de Ram

Como medida adicional se hizo un recuento de los reportes de sraMm y la calidad de
la informacién contenida en éstos, antes y después de la intervencién en el hospital
sede del estudio. Durante los 18 meses trascurridos antes de la intervencién educativa,
fueron hechos inicamente seis reportes de sraM, lo que significa un reporte cada 4.7
meses. Posterior a la intervencién y durante un periodo de seis meses, se registraron
ocho reportes de SRAM (o sea un promedio de al menos un reporte al mes). Por otra
parte, antes del adiestramiento, dos reportes de SRaM presentan informacién de grado
1 y cuatro de grado 2. Después de la intervencién, la mitad tienen calidad de la
informacién grado 2 y la otra mitad grado 3 (mdxima calificacién otorgada a un
reporte cuando contiene toda la informacién requerida).

Las sSRaM mds reportadas fueron las afecciones dermatoldgicas (eritema, prurito);
géstricas (ndusea, vémito), cardiovasculares (ritmo cardiaco elevado, tensién arterial
baja) y generales (dolor de cabeza, mareo), en pacientes del sexo femenino con una
edad de 18 a 36 afios y ocasionadas por medicamentos empleados para el tratamiento
de infecciones, del dolor y de padecimientos gdstricos.

Esta es una investigacién pionera en México que versa sobre la evaluacién de la
influencia de una intervencién educativa entre el personal de medicina y enfermeria en
CAHEFV. Dicha intervencién fue fructifera pues al andlisis de los resultados obtenidos
se aprecian diferencias estadisticamente significativas en los conocimientos en FCV antes
y después de ésta en ambos profesionistas sanitarios. Los enfermeros exhibieron un
mayor desempefio luego de la intervencién educativa, posiblemente debido a que, por
lo general, estos profesionales de la salud son mds receptivos y tienen una interaccién
directa y mds cercana con los pacientes respecto a otros profesionistas sanitarios.

Hablando de los conocimientos en Fcv del personal de enfermeria y medicina,
se divisé que incrementaron especialmente aquellos relativos a la importancia y
rubros evaluados por la Fcv, asi como los mecanismos de produccién, proceso
y métodos de notificacién de ram. Circunstancias semejantes han sido reportadas en
diferentes publicaciones mundiales. Por ejemplo, Rajesh (2011) midié el porcentaje
de respuestas correctas a diferentes cuestionamientos de conocimientos y se observé
una diferencia significativa antes y después de una intervencién educativa. Asimismo,
en 2013, en la India reportaron que sélo el 7.5% de los médicos conocian el sistema
de reporte de rRam: luego de la intervencidn, la cifra aumenté significativamente

(»<0.001) al 92.5% (Sanghavi, Dhande y Pandit, 2013).
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Si bien en la dltima década se ha logrado la inclusién de la Fcv en las algunas
universidades, se nota que existe un bajo nivel de conocimientos en ese rubro incluso
en profesionistas jévenes. Por lo que los esfuerzos ain son insuficientes y se debe hacer
especial énfasis en el personal de enfermerfa, medicina y farmacia.

En cuanto a las habilidades en Fcv, los profesionistas sanitarios declararon sentirse
mds capaces de desempefarse correctamente en su prdctica diaria pues después de la
formacién que recibieron en la materia incrementaron sus habilidades en dos, tres o
hasta cuatro puntos segin la escala de Likert manejada. Merece especial atencién el
aumento de las habilidades de notificacién de Ram y de llenado correcto del formato de
SRAM de la COFEPRIS, puesto que en dicha intervencidn se hizo especial énfasis en esos
rubros para incentivar el reporte de RAM toda vez que se implementaron actividades
como el taller de llenado del formato de notificacién de sram.

Las investigaciones previas sobre actitudes en FCV reportadas en la bibliografia, son
en gran parte heterogéneas entre si en cuestiones metodoldgicas, pero todas coinci-
den en que los profesionistas sanitarios en general tienen actitudes negativas ante la
Fcv. Caso contrario es este estudio pues exceptuando la actitud de inseguridad se
abatieron totalmente las actitudes negativas en rcv luego de la intervencién (Abubakar
et al., 2014; Acufa Ferradanes et al., 2012; dos Santos Pernas, Herdeiro, Lopez
Gonzalez, da Cruz e Silva y Figueiras, 2012; Mata Maldonado et al., 2018).

Se refuerza el éxito de la intervencién al apreciar la cantidad y calidad de los
reportes de SRAM efectuados antes y después. Sin embargo, considerando que el
hospital sede del estudio cuenta con 119 camas censables y 80 no censables, asi como
una cobertura de 6276 consultas por mes y 10 6680 asegurados permanentes, la cifra
no es satisfactoria, en tanto que no cumple con los indicadores de FCV del Modelo
Nacional de Farmacia Hospitalaria y del documento “Hacia una politica farmacéutica
integral para México” (Secretarfa de Salud, 2005, 2009).

Respecto al sexo de las pacientes que manifestaron una RAM, se atribuye al tipo
de hospital y es consistente con la predisposicién naturalmente observada de padecer
RAM a razén de 2:1 respecto a los hombres (Laporte y Capelld, 1995).

Debido a que una intervencién educativa se realiza durante un tiempo limitado y
a menudo corto, es preciso apuntar que deben llevarse a cabo programas de formacién
continua en FCV que estimulen el reporte de sRAM, ya que estos resultados pueden
variar y disminuir nuevamente la calidad y cantidad de los reportes de sram.
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CONCLUSION

De la revisién del estado del arte sobre los estudios publicados en el mundo de
conocimientos, percepcién y actitudes de los profesionales de la salud con relacién
a la Fcv se concluye que es de vital importancia el diagnéstico de su situacién para
desarrollar e implementar tdcticas encaminadas al progreso de la prdctica de la Fcv.
Derivado del andlisis de los resultados obtenidos en el estudio realizado, se
obtienen las siguientes conclusiones:
® Laintervencién educativa efectuada mejoré los CAHFV, asi como la notificacién
de sraM entre los profesionales de la salud, en concordancia con otros estudios.
® La profesidén sanitaria estd ligada a la disposicién para hacer Fcv puesto
que, en el estudio llevado a cabo, el personal de enfermerfa tuvo un mayor
incremento de conocimientos en FCV respecto a los médicos.
® Entodaslashabilidades en Fcv que se midieron en campo hubo un incremento
notable en la puntuacién de la escala de Likert tanto en médicos como en el
personal de enfermerfa.
® La puntuacién de las actitudes positivas en FCV se acrecentd sobre todo en el
caso de los médicos y se mantuvo alta entre el personal de enfermeria.
® Si bien, al inicio del estudio y, en especial los médicos, presentaban actitudes
negativas hacia la Fcv, luego de la intervencién dichas actitudes desaparecieron
toda vez que se les sensibilizé en la importancia de la Fcv para coadyuvar en
la seguridad de la farmacoterapia y mostré que el reporte de sRaM es proceso
sencillo de ejecutar.
® Derivado de la intervencién educativa efectuada, la cantidad y calidad de los
reportes de SRAM incrementaron, si bien atin no son suficientes de acuerdo
con el ndmero de pacientes que son atendidos en dicho hospital. Lo anterior
hace ver la necesidad de reforzar la educacién en rcv e incluirla como parte
de las actividades de formacién continua del hospital.

De estas conclusiones, derivan las siguientes recomendaciones aplicables a nuestro
pais. Es deseable involucrar a los organismos regulares en el fomento de la Fcv, por
ejemplo, apoyando la obligatoriedad legal del reporte entre profesionistas sanitarios;
eliminando la burocracia en el proceso; descentralizando el sistema de Fcv y refinando
el enlace entre los actores de la Fcv.
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En resumen, es necesario impulsar la notificacién de sram entre los profesionales
de salud, pacientes e industrias farmacéuticas, mediante una formacién continua que
afiance los CAHFV.

En México, los estudios en FCv son prdcticamente inexistentes; por tanto, es
primordial acrecentarlos para sustentar politicas de operacién de la Fcv impactando
positivamente en la calidad, fiabilidad y eficiencia de la terapia farmacoldgica.
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KETAMINA, USOS CLINICOS EN HUMANOS
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La ketamina es un fidrmaco aprobado para su utilizacién con fines anestésicos, sin
embargo, dados sus multiples efectos en distintos érganos y sistemas, ha sido utilizada
para sedo-analgesia, como adyuvante en el control del dolor postoperatorio y crénico,
el estatus epiléptico refractario, el delirium posoperatorio, entre otras indicaciones.

El mecanismo de accién mejor conocido es el bloqueo de receptores N-metil de
aspartato, aunque se sugiere su influencia en otros sistemas de neurotransmisores y vias
de sefalizacién, que le confieren distintas propiedades y una amplia gama de efectos
clinicos relevantes. Aunque nuevos firmacos han desplazado a la ketamina como el
anestésico de primera eleccién, se continda utilizando en situaciones clinicas muy
particulares y sigue surgiendo evidencia de su efectividad, en el manejo de algunas
patologfas fuera del contexto anestésico, cuando éstas son refractarias al tratamiento
de primera linea.

El objetivo del presente capitulo, es hacer una revisién cualitativa de los aspec-
tos farmacoldgicos mds destacados de la ketamina y describir los usos clinicos de este

fdrmaco en seres humanos.

INTRODUCCION

La ketamina es un anestésico intravenoso, que se diferencia de otros por su capacidad
de generar un estado disociativo y producir analgesia. Estas propiedades, han exten-
dido sus aplicaciones clinicas al tratamiento adyuvante del dolor agudo y crénico
(Lépez Milldn et al., 2007). Entre otras aplicaciones se encuentran: el tratamiento
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para la depresién persistente, la sedo-analgesia en pacientes criticamente enfermos, el
control de crisis convulsivas refractarias a otros medicamentos (Eldufani et al., 2018) e
incluso el tratamiento de adicciones a drogas de abuso (Ezquerra Romano et al., 2018).
Aunque el antagonismo de receptores n-metil-d-aspartato, es el principal meca-
nismo de accién de la ketamina (Neyra y Orteja, 2004), se describen interacciones
complejas en vias aminérgicas (serotonina y noradrenalina), la inhibicién de la 6xido
nitrico sintasa, un efecto directo sobre receptores opioides delta y mu, receptores
colinérgicos y de glutamato, etc., que le confieren una amplia gama de efectos clinicos,
entre ellos, analgesia, hipnosis, broncodilatacién, anestesia disociativa, taquicardia,
hipertensién, alucinaciones (Sleigh, Harvey et al., 2014) y experiencias psicodélicas.
Este ultimo efecto, ha sido la causa de que la ketamina sea consumida como una droga
de abuso y por otro lado, ha mermado la frecuencia en la que los profesionales de la
salud, hacen uso de este firmaco en su préctica cotidiana (Royo Isach et al., 2004).
Por lo anterior, el objetivo de éste capitulo es describir los principales aspectos

farmacolégicos, las ventajas y desventajas del uso clinico de la ketamina en humanos.

Farmacodinamia de la ketamina

La ketamina fue sintetizada y aprobada como un firmaco intravenoso derivado
de la fenciclidina, para su uso como anestésico disociativo desde 1970 (Alvarez Rios
et al., 2004). Su nombre quimico es clorhidrato de 2-(o-clorofenilo)-2-(metilamino)
ciclohexanona (Marchesini et al., 2004), tiene un peso molecular de 238 g/mol, un
pKa de 7.5, parcialmente hidrosoluble y altamente liposoluble. Se comercializa como
una solucién dcida (pH 3.5-5.5) de cloruro de sodio y cloruro de benzalconio como
conservador, que contiene una mezcla racémica de sus enantiémeros épticos: R (+)
y S (), de los cuales, éste dltimo es 3 a 4 veces mds potente que su enantiémero
dextrégiro (Alvarez Rios et al., 2004).

Los efectos clinicos de la ketamina, se deben principalmente a su interaccién
farmacoldgica con receptores NMDA en el sistema nervioso central, los cuales, son
complejos proteicos tetraméricos, compuestos por 2 subunidades NR1 y 2 subunida-
des NR2, que forman un canal iénico (Peltoniemi et al., 2016) y permite la entrada
de calcio y sodio a la neurona y facilitan la salida de potasio al espacio extracelular
(MacDonald et al., 1897).
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En condiciones normales, el dominio extracelular del receptor NMDA se
encuentra bloqueado por ion magnesio (Mg*), sin embargo cambios ligeros en el
potencial de membrana neuronal (derivados de estimulos neuronales indirectos),
disminuyen la afinidad del Mg** por el receptor, hasta disociarse del mismo
(MacDonald etal., 1987), permitiendo asila disponibilidad del dominio extracelular,
para la unién simultdnea de los ligandos glutamato y glicina (coagonistas) con el
receptor NMDA y su consecuente activacién y apertura (Flores Soto et al., 2012;
Islas et al., 2017).

La naturaleza ionotrépica despolarizante del receptor NMDA, favorece funciones
excitadoras del sistema nervioso central (SNC), desencadenando una serie de procesos
fisiolégicos que influyen en la memoria, el aprendizaje, el estado animico, la
percepcién del dolor, el desarrollo de plasticidad neural, el inicio y el mantenimiento
de la sensibilizacién central asociada a un dafo o inflamacién de tejidos periféricos
(Flores Soto et al., 2004), entre otros procesos.

Como se ha mencionado, el principal mecanismo de accién de la ketamina
es el bloqueo no competitivo del receptor NMDA (Islas et al., 2017), de acuerdo
a estudios electroencefalogrificos, el bloqueo es altamente selectivo e intenso en
regiones especificas del SNC como el hipocampo, tdlamo y sistema limbico (Reich
etal., 1989), la actividad epileptiforme derivada del bloqueo del receptor NMDA en
éstas dreas, sugiere la teorfa de una desincronizacién suficiente en dreas emocionales,
para producir el estado anestésico disociativo caracteristico de la ketamina, un
estado mental en el que pareciera que los sujetos no se encuentran dormidos, ni
anestesiados, sino mds bien disociados de su entorno (Domino et al., 1965). Otra
teorfa (Kayama et al., 1972) sugiere que la actividad electroconvulsiva registrada
en el electroencefalograma (EEG) de pacientes anestesiados con ketamina, supone
que la pérdida de la conciencia es similar a la que experimentan los pacientes con
epilepsia de tipo pequefio mal, pues el trazo electroencefalogrifico es muy similar
en ambos casos. Hasta este punto, un solo mecanismo de accién resulta insuficiente
para explicar todos los efectos clinicos de la ketamina, lo que alenté el interés de los
investigadores por indagar otras interacciones de éste firmaco en el snc.

Actualmente, se describe también que la ketamina actia como un agonista
parcial de receptores opioides p, que explica en parte la sensacién de confort, el
efecto analgésico y la sedacién; a la par, se especifica un agonismo de receptores G,

los cuales estdn asociados a la presencia de alucinaciones, aparicién de actividad
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electroconvulsiva, disminucién y desensibilizacién del dolor crénico (Rosenbaum
etal., 2018).

Otros mecanismos descritos por Sleigh incluyen interacciones no bien dilucidadas
de la ketamina con receptores y neurotransmisores del sistema nervioso central,
entre ellos, la modulacién de receptores NMDA no dependientes de glutamato,
denominados AMPA (a-amino-3-hidroxi-5metilisoxazol-4-dcido propidnico, por sus
siglas en ingles), una modulacién del sistema colinérgico, el aumento de la liberacién
de noradrenalina y dopamina, el bloqueo de canales de Ca®* tipo L y la modulacién
en la liberacién de éxido nitrico (ON) y glutamato.

Bellaurdo describe un efecto relevante de la ketamina a nivel genético neuronal,
que se puede asociar con la disminucién de los sintomas presentes en modelos de
dolor neuropdtico. Al respecto, refiere que la ketamina suprime la expresién temprana
de los genes: zif / 268, c-fos, junB, fosB, c-jun, junD, los cuales estdn relacionados
con lesiones mecdnicas en tejido nervioso. Tedricamente, estos genes se expresan
ante la influencia de neurotransmisores liberados en tejido neural, después de una
lesién traumdtica; el glutamato, es uno de los neurotransmisores implicados en ésta
expresién genética y por ende, el bloqueo de la entrada intraneuronal del mismo, por
accién de la ketamina, frena la expresién de los genes mencionados, modulando asi el
dolor neuropdtico secundario a lesiones nerviosas.

La ketamina también limita la activacién astrocitica y microglial, en situaciones
de trauma y enfermedades neurodegenerativas, a través de un decremento en la
expresién de la proteina dcida fibrilar glial (PAFG) (Sleigh etal., 2014). En condiciones
normales, las lesiones traumdticas o degenerativas del sNC, se inducen la formacién
de PAFG para activar a los astrocitos, los cuales, son células de sostén en el snC y
cuya activacién puede conducir a una reorganizacién tisular duradera, que puede
culminar hasta un tipo de fibrosis llamada cicatriz glial; este tipo de fibrosis, inhibe la
regeneracién axonal y protege a la neurona frente a la llegada de células inflamatorias
y agentes infecciosos (Guillamén Vivancos et al., 2015). El uso de la ketamina en
trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer, puede sustentarse en parte, por la
limitacién de la fibrosis que por el mecanismo descrito (Eldufani et al., 2018).

Los mecanismos de accién de la ketamina, no se limitan al SNC como inicialmente
se pensaba, Hill, sugiere que a nivel periférico, la ketamina puede disminuir la
respuesta inflamatoria en pacientes con sepsis e infecciones graves. En un contexto
infeccioso, se produce una disminucién de la funcién de la enzima adenililciclasa y en
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consecuencia del adenosin monofosfato ciclico (tAMP) a nivel celular, esto produce
un aumento en la sintesis y liberacién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
e interferé6n gamma (IFN-Q), ambas, citosinas proinflamatorias implicadas en el
deterioro del funcionamiento corporal en general. Ademds, la disminucién del cAMP
en células dependientes del sistema beta-adrenérgico, provoca una caida del gasto
cardiaco y el empeoramiento de las condiciones generales de pacientes con sepsis e
infecciones graves. En este escenario, la ketamina limita la disminucién del cAMP,
modulando el deterioro en la funcionalidad de la adenililciclasa, con la subsecuente
mejorfa en la funcién cardiovascular y la disminucién de la respuesta inflamatoria
sistémica mediada por TNF-a y IFN-Q. Sin embargo, los mecanismos moleculares
por los cuales se produce este efecto antiinflamatorio de la ketamina, atin no son
bien comprendidos.

Todos estos mecanismos bioquimicos, se conducen de forma sincrénica e inter-
actdan conjuntamente, para originar una amplia gama de efectos clinicos benéficos
y adversos en el ser humano, siendo dificil aislar los efectos por separado de cada

mecanismo de accién.

Farmacocinética de la ketamina

La via de administracién mds utilizada para la ketamina es la intravenosa (1v), seguida
de la via oral (voO) e intramuscular (IM) y menos frecuentes son las vias nasal (Ns),
subcutdnea (sc), sublingual (SL), transrectal (TR), entre otras (Katzung et al., 2013).
La eleccién de la via a utilizar obedece al objetivo terapéutico y la preferencia del
profesional en salud, puntos que se describirdn en apartados posteriores.

Debido a que la ketamina es un anestésico intravenoso, se comenzard con
la descripcién cldsica de sus pardmetros farmacocinéticos, calculados después de la
administracién de un bolo intravenoso de 1-2 mg/kg/IV (Katzung et al., 2013). El
rdpido inicio de efecto de la ketamina, estd determinado por su alta liposolubilidad y
distribucién en el sNc, de ahi que su vida media o sea de 2 a 4 min. La distribucién
de la ketamina a tejidos bien perfundidos condiciona una vida media corta. Este
hecho es consistente con un modelo de distribucién bicompartimental, ya que el
firmaco no se acumula en tejidos escasamente perfundidos (Peltoniemi et al., 2016).
El término de su efecto oscila alrededor de 10 minutos posteriores a su administracién
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en el torrente sanguineo (Katzung et al., 2013). En este modelo bicompartimental
de distribucién de la ketamina, se describe una media § de 2 a 4 h, un volumen de
distribucién en estado estable de 160-550 L/70 kg (Peltoniemi et al., 2016), una vida
media de distribucién de 24.1seg, una vida media de redistribucién de 4.7min, un
volumen de distribucién Vd = 3.1 L/kg, tiempo medio (t1/2) de distribucién = 11-16
min y una escasa unién a proteinas (12%), esto dltimo, garantiza una alta fraccién
libre del férmaco en plasma (Katzung et al., 2013). Por lo que es necesario el ajuste de
la dosis en pacientes con hipoproteinemia, aunque la variabilidad biolégica de cada
sujeto (por ejemplo: metabolismo, polimorfismos genéticos, etc.) permite variaciones
en el comportamiento farmacocinético de la ketamina y por tanto de sus efectos en
la préctica clinica.

La ketamina se metaboliza en el higado, mediante N-desmetilacidn, por el sistema
del citocromo P450, los metabolitos derivados de este proceso son la norketamina
(80% de la ketamina es N-desmetilada a norketamina), la 4-hidroxi-ketamina y
la 6-hidroxi-ketamina (Peltoniemi et al., 2016). De estos, destaca la norketamina,
que es una forma activa de la ketamina, pero 3 a 5 veces menos potente que esta
tltima (Alvarez Rios et al., 2004). Una disminucién del flujo sanguineo hepdtico o la
presencia de cirrosis hepdtica, disminuye el metabolismo de la ketamina e incrementa
su biodisponibilidad cuando se administra por via oral (Peltoniemi et al., 2016).

La norketamina es posteriormente hidroxilada y conjugada, resultando un
compuesto hidrosoluble e inactivo, que finalmente es excretado junto con el resto de
metabolitos por la orina. Se describe un aclaramiento CL = 12 - 17 ml/kg/min y un
tiempo medio (t1/2) de eliminacién = 2.17h (Katzung et al., 2013).

Como es bien conocido, los pardmetros y el comportamiento farmacocinéticos
de una droga, pueden variar si aumentamos las dosis administradas, si mantenemos
una infusién continua de la droga o si cambia la composicién macromolecular del
organismo, en el caso de la ketamina, la administracién continua de la misma a través
de un sistema de infusién, es ampliamente utilizada en la anestesia intravenosa, para
el mantenimiento del estado anestésico disociativo por periodos de tiempo superiores
a la vida media de este firmaco.

Actualmente, algunos modelos teérico-matemdticos pueden ser utilizados para
predecir el comportamiento de la ketamina en perfusién intravenosa, el simulador
Rugloop es el ejemplo de una herramienta digital, que permite calcular la vida
media sensible al contexto (tiempo necesario para la disminucién del 50% de la
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concentracién plasmdtica de un fdrmaco, posterior a la suspensién de una infusién
continua), la concentracién plasmdtica tedrica siguiendo un modelo de distribucién
tricompartimental en el tiempo y otros marcadores farmacocinéticos, cuando se
requiere el mantenimiento del efecto biolégico de la ketamina por largos periodos
de tiempo (Navarrete Zuazo, 2014), permitiendo asi un mejor control de los efectos
terapéuticos deseados y evitando infra o sobredosificaciones.

Se describirdn brevemente algunas de las caracteristicas de la administracién
parenteral de ketamina. Después de su administracién intramuscular, la ketamina
sufre un metabolismo de primer paso, permitiendo una biodisponibilidad del 93%.
El tiempo de inicio de efecto es de 5 minutos, la vida media de la fraccién activa es
de 1 a 3 horas y la duracién del efecto clinico dura en promedio 2 horas (Quibell
etal., 2011). La via intramuscular puede utilizarse cuando no se dispone de un acceso
venoso periférico o se pretende su administracién en dosis tnica.

La administracién de ketamina por via oral, es principalmente utilizada en el
tratamiento del dolor crénico, posterior a su ingesta, la biodisponibilidad es del 20%,
el tiempo de inicio de accién oscila en los 30 min y la duracién de sus efectos es de 4 a
12 horas, cabe destacar que el principal metabolito activo en esta via es la norketamina,
dado el amplio metabolismo de primer paso y el retraso en el inicio del efecto, estd
determinado por la lenta absorcién del firmaco en el tracto gastrointestinal (Katzung
etal., 2013).

En el caso de la via sublingual, la biodisponibilidad de la ketamina es del 30 y de
45% respectivamente, aunque en la actualidad, estas vias de administracién estdn en
desuso (Quibell et al., 2011).

Las diferencias en el perfil farmacocinético de la ketamina, permite al profesional
de la salud, la eleccién de la via de administracién mds conveniente, de acuerdo al
objetivo terapéutico en cada paciente; si se desea un rdpido inicio y una corta duracién
del efecto clinico, se preferird la via1v. En el caso contrario, si administramos ketamina
por via oral, el tiempo necesario para que se presente el efecto biolégico serd mayor,
pero también la duracién del mismo. El primer escenario, se puede ejemplificar
cldsicamente en el uso de la ketamina como anestésico general y el segundo, en
el contexto de la ketamina como adyuvante en el tratamiento del dolor crénico,

depresién y adicciones.
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Efectos sobre el sistema nervioso central

La ketamina ejerce sus principales efectos sobre el sNC, dichos efectos, son traducidos
en manifestaciones clinicas dependientes de la dosis utilizada y de la susceptibilidad
de cada sujeto.

El bloqueo de la conduccién nerviosa por ketamina, produce anestesia disociativa,
la cual se caracteriza por un estado de catalepsia, catatonia, analgesia y amnesia,
pero a diferencia de otros anestésicos, no hay una pérdida de la conciencia (Quibell
etal., 2011). Se puede concebir entonces, como un estado donde un sujeto consiente,
se disocia de la realidad y mantiene un estado anestésico. Esto se correspondiente
con el trazo encefalogrifico que produce la ketamina, el cual muestra un patrén de
“estallido gamma” que consiste en oscilaciones alternas de ondas lentas tipo delta con
ondas tipo gamma. Ademds, se asocia con un aumento en las oscilaciones de ondas
theta y una disminucién de las oscilaciones alfa/beta, lo que traduce, un bloqueo de
las entradas de NMDA en el tdlamo, provenientes del tronco cerebral. Esta teorfa,
descrita por Akeju, sugiere que las vias de activacién glutaminérgica que surgen del
tronco encefdlico (desde el nicleo parabraquial y la formacién reticular pontina
medial) hasta el tdlamo son mediadas por el canal NMDA. Su bloqueo, producirfa
entonces el estado anestésico disociativo.

A la par, la ketamina produce un patrén epileptiforme en dreas del sistema limbico
(Alvarez Rios et al., 2004). Un sistema asociado a las emociones, la personalidad
y la conducta, lo que puede explicar la presencia de suefios vividos, alucinaciones,
experiencias psicodélicas, distorsién de la realidad, euforia, percepciones auditivas,
visuales y tdctiles alteradas e intensificadas (Eldufani et al., 2018; Quibell et al., 2011).

Cabe destacar que no se registra actividad epileptiforme en la corteza cerebral
con el uso de ketamina (Alvarez Rios et al., 2004). Por el contrario, este firmaco
es utilizado para mitigar estados epilépticos refractarios a otros anticonvulsivos.
El mecanismo de accién sugerido es el bloqueo de la actividad del glutamato y
glicina (ambos neurotransmisores despolarizantes) a nivel cortical, pero con dosis
subanestésicas de ketamina (Sabharwal et al., 2015).

Las experiencias psicodélicas, misticas, extracorpdreas y de “fusién con el en-
torno” que produce la ketamina a dosis bajas (subanestésicas), pueden ser encuadradas
en un modelo de esquizofrenia inducida farmacolégicamente (Ezquerra Romano
etal., 2018). Tales experiencias resultan ser desagradables en la mayoria de los sujetos,
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sin embargo, usuarios de drogas de abuso, consumen ketamina a dosis subanestésicas
para buscar dichos efectos. Keta-K, vita-K, especial K, son algunos de los nombres
otorgados a la ketamina, por usuarios de este firmaco como droga de abuso (Pérez
Pérez et al., 2003).

La administracién de ketamina inhibe la recaptacién neuronal de catecolaminas
en el SNC, el estado hiperadrenérgico secundario (Kohrs et al.,1998), aumenta el
consumo metabdlico de oxigeno, produce vasodilatacién de la vasculatura y un
aumento del flujo sanguineo cerebral (Katzung et al., 2013). Aunque inicialmente
se mencionaba que estos fenémenos cerebrales, aumentaban drdsticamente la
presién intracraneal (PIC), esta afirmacién se fundamentaba en observaciones en
pacientes con patologfas cerebrales como la hidrocefalia e hipertensién intracraneal
previa (Green et al., 2015). Esto mermé el uso de éste firmaco en sujetos con
enfermedades neuroldgicas.

Sin embargo, Schwedler demuestra que la administracién de ketamina directa-
mente en tejido cerebral de animales de experimentacién bajo ventilacién mecdnica,
no produjo un aumento en el flujo sanguineo cerebral. La hipdtesis que parece explicar
estos hallazgos contradictorios, es que el aumento del flujo cerebral, estd mediado por
la hipoventilacién e hipercapnia que produce la ketamina, en sujetos bajo ventilacién
espontdnea y no por un efecto mediado directamente por vasodilatacién cerebral
(Katzung et al., 2013). La controversia pudo esclarecerse con la publicacién de dos
revisiones sistemdticas publicadas por Cohen y Loflin respectivamente, donde pos-
terior a la evaluacién de ensayos clinicos controlados con cierto grado de hetero-
geneidad, no encontraron un aumento de la presién intracraneal con el uso de
ketamina en comparacién con la administracién de opioides.

A manera de conclusién en este punto, la ketamina puede aumentar o disminuir
el flujo sanguineo cerebral en algunos pacientes, pero la presién de perfusién cerebral
no se ve afectada significativamente. No hay casos reportados de pacientes que hayan
sufrido dafio cerebral por un aumento de la PIC, asociado al uso de éste fdrmaco,
a excepcién de aquellos con hidrocefalia coexistente. Asi, la ketamina comienza a
utilizarse de nuevo por médicos clinicos en la actualidad, para sedacién, analgesia y
anestesia, en pacientes criticamente enfermos sin hidrocefalia (Cohen et al., 2015).

Otros efectos comunes tras la administracién de ketamina son mareo, nausea,
visién borrosa y cefalea (Short et al., 2018). Los cuales estdn fuertemente asociados
con el agonismo sobre receptores opioides (Rosenbaum et al., 2018).
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Efectos sobre el sistema cardiovascular

El aumento de la frecuencia cardiaca y de la presidn arterial, son los dos efectos cldsicos
de la ketamina sobre el sistema cardiovascular. Hay un aumento de la presién arterial
sistdlica y diastdlica, asi como de la frecuencia cardiaca con dosis subanestésicas de
ketamina, pero sin llegar a cifras de hipertensién arterial (Liebe et al., 2017). Con
dosis anestésicas, se presenta una hipertensién arterial transitoria, con un aumento del
consumo metabdlico de oxigeno en el miocardio. El estado hipertensivo transitorio,
no es constante en todos los pacientes. La variabilidad bioldgica y el estado general del
sujeto que recibe ketamina, son factores que favorecen la exacerbacién de estos efectos
(Short et al., 2018).

El mecanismo por el que se produce la taquicardia y aumento de la tensién
arterial, no se conoce con precisién. Tedricamente, la ketamina inhibe la recaptura
sistémica de catecolaminas, esto produce un aumento en las resistencias vasculares
periféricas y en la funcién de marcapasos del corazén. Sin embargo, el inotropismo
cardiaco se ve disminuido por un bloqueo directo de la ketamina sobre canales de
calcio tipo L, voltaje-dependientes (Alexander et al., 2018). Lo que pudiera explicar,
el aumento relativo de la presion arterial (sin llegar a cifras de hipertensién), en
pacientes medicados con ketamina.

A nivel de la vasculatura pulmonar, se describfa un efecto simpaticomimético
(Alvarez Rios et al., 2004). Sin embargo, Friesen demuestra en un ensayo clinico
reciente, que no existe un aumento clinicamente significativo en la presién arterial
pulmonar media, ni en las resistencias vasculares pulmonares. Estos hallazgos se
sustentan en la monitorizacién objetiva de dichos pardmetros pulmonares, mediante
un cateterismo continuo en pacientes medicados con ketamina.

Finalmente, en la actualidad se recomienda el uso de ketamina para la induccién
anestésica en pacientes con hipertensién arterial, especialmente en el émbito pedidtrico,
dado que resulta segura y eficaz (Friesen et al., 2016; Williams y Friessen, 2012).

Efectos sobre el sistema respiratorio

En términos generales, la ketamina tiene efectos minimos sobre la frecuencia

respiratoria en pacientes sanos. Tras la administracion rdpida del firmaco, pueden
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existir periodos de apnea intermitente, intercalados con periodos de taquipnea. No
se presentan alteraciones de la presién arterial de CO2, ni en la vasoconstriccién
pulmonar hipéxica (Alvarez Rios et al., 2004), por lo que resulta conveniente su
utilizacién para la induccién anestésica y la sedacién en procedimientos que requieren
la ventilacién espontdnea del paciente.

Sin embargo, no se puede garantizar la permeabilidad del tracto respiratorio con
el uso de ketamina. Aunque es bien conocido este medicamento relaja el musculo
liso bronquial, también aumenta la cantidad de secreciones en el drbol respiratorio
y puede producir espasmo bronquial, en especial en nifios (Katzung et al., 2013).
Asi, se recomienda la administracién de anticolinérgicos, en especial en pacientes
con hiperreactividad bronquial o asma, cuando se hace uso de la ketamina para la
induccién anestésica (Alvarez Rios et al., 2004; Eldufani et al., 2018).

Efectos sobre el sistema genitourinario

Los efectos sobre el sistema genitourinario son raros tras la administracién de una
monodosis de ketamina. Sin embargo, la ingesta continua via oral, puede causar cistitis
intersticial, aumento de la actividad del musculo detrusor, reflujo vesicoureteral e
hidronefrosis (Cheungetal., 2011). En algunos casos, incluso puede condicionar necrosis
papilar, dafio y falla renal irreversible. La fisiopatologfa no es clara, pero se sugiere que
dicho efectos, son secundarios a una irritacién progresiva del urotelio por accién
directa de la ketamina o sus metabolitos (Cheung et al., 2011; Quibell et al., 2011).

Las alteraciones urinarias secundarias al uso de ketamina, son dosis y tiempo
dependientes, as{ que son muy frecuentes en personas que consumen este firmaco
como droga de abuso y raras en pacientes tratados médicamente con dosis
subanestésicas de ketamina (Quibell et al., 2011). Por citar un ejemplo, Cheung,
reporta que 90% de sujetos que consumieron ketamina como droga de abuso por m4s
de dos afios, presentan sintomatologfa urinaria. En contraparte, solo existen reportes
de casos aislados de alteraciones urinarias con el uso de ketamina en el contexto
médico terapéutico (Quibell et al., 2011).

Debe descontinuarse el uso del medicamento ante sintomas urinarios como
disuria, hematuria, poliuria etc., que no puedan ser explicados por una infeccién
bacteriana u otra etiologfa (Quibell et al., 2011; Short et al., 2018). Aunque se reporta
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que los efectos deletéreos, no desaparecen en todos los casos tras cesar la administracién
de este medicamento (Cheung et al., 2011).

Efectos en el sistema gastrointestinal

Aunque con baja incidencia (alrededor del 7%), la ndusea y vémito son los sintomas
gastrointestinales mds frecuentes asociados al uso de ketamina (Thorp et al., 2009). El
mecanismo parece indicar, que existe una influencia de la ketamina sobre la liberacién
de acetilcolina en el tracto gastrointestinal, asi como sobre sistemas dopaminérgicos
en el sistema nervioso central (Short et al., 2018). Los resultados de ensayos clinicos
parecen indicar que estos sintomas son dosis dependientes. La administracién de mds
de 7mg/kg de ketamina, parece incrementar moderadamente la incidencia de nausea
y vémito, en especial en nifios (Thorp et al., 2009).

Por otro lado, se han reportado algunos casos de hepatotoxicidad con el uso
repetitivo de ketamina. Este grave efecto, estd probablemente asociado a un aumento
progresivo de la peroxidacién lipidica y la formacién de radicales libres a nivel hepdtico
(Bell, 2012). De igual forma, se describen casos raros de dilatacién de la vesicula y via
biliar. En teorfa estos eventos estdn asociados a una relajacién del musculo liso biliar
por el bloqueo del receptor NMDA (Hewitt et al.,2018). A pesar de que estos efectos
secundarios son descritos en pacientes medicados con ketamina por largos periodos
de tiempo, deben tenerse en consideracidn, sobre todo en sujetos con otros facto-

res de riesgo para falla hepdtica o alteraciones de la via biliar (Hewitt et al., 2018;
Short et al., 2018).

Efectos sobre el sistema inmune

La ketamina parece tener efectos antiinflamatorios y analgésicos, derivados de la
regulacién en la expresién y liberacién de citocinas proinflamatorias (Eldufani et al.,
2018). A través de mecanismos atin en estudio, se propone que la ketamina modula
los efectos del factor de necrosis tumoral @, las interleucinas-1p y 6, mediante la
inhibicién del RNA mensajero de macréfagos activados por lipopolisacdridos (Beilin
et al., 2007). En el caso particular del trauma cerebral, se describe una posible
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modulacién del factor nuclear K} y de receptores tipo toll, que limitan el aumento de
la permeabilidad de la barrera hematoencefilica, la activacién de células endoteliales y
por ende la migracién de células inflamatorias, tras lesiones cerebrales hemorrdgicas.
Posterior a estos descubrimientos, contintian los estudios que indagan sobre posibles
efectos no sélo en la modulacién del dolor crénico por vias dependientes de sistemas
NMDA, AMPA, etc., sino también un posible efecto directo de la ketamina como un
antiinflamatorio en la cascada del 4cido araquidénico (Eldufani et al., 2018).

Uso clinicos de la ketamina

Se expusieron las caracteristicas principales de la ketamina y sus efectos sobre distintos
érganos y sistemas, haciendo posible la elaboracién de hipétesis sobre su utilidad en
el manejo y tratamiento de madltiples enfermedades o patologfas en el ser humano,
sin embargo, la extrapolacién de estudios de experimentacién bdsica al campo de
la investigacién clinica, ha revelado que los efectos benéficos de la ketamina se
encuentran limitados en muchos casos.

La Food And Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés) aprueba el uso
de ketamina sélo para la induccién y mantenimiento anestésico en humanos. Sin
embargo, la ketamina resulta una opcién terapéutica en distintas patologfas fuera del
campo anestésico, cuando fdrmacos de primera linea, no logran los efectos terapéu-
ticos deseados. Por otro lado, el constante descubrimiento de nuevos firmacos eficaces
y seguros, combinado con la restriccién en la comercializacién y distribucién de la
ketamina, por su consumo como droga de abuso, ha mermado su empleo terapéutico
en gran medida. A continuacién se describirdn los principales escenarios clinicos

donde existe alguna evidencia clinica de su eficacia y seguridad.

Ketamina en anestesia

La eleccién de la via de administracién de la ketamina obedece al objetivo terapéu-
tico. En el contexto anestésico, la via de administracién preferida es la intravenosa.

Ofrece un efecto terapéutico rdpido y al ser la mds estudiada, los efectos deseados

pueden ser mds ficilmente alcanzados con dosis estandarizadas. La excepcidn, la
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encontramos en el drea de la anestesia pedidtrica. Los nifios frecuentemente tienen
aversién por las punciones venosas, por lo que la via intramuscular o la via oral, son
opciones factibles para la induccién anestésica, pues hacen prescindible un acceso
Venoso.

La anestesia disociativa, amnesia y analgesia obtenidas tras la administracién
de ketamina, permiten la realizacién de procedimientos quirtrgicos menores, sin la
necesidad de la asociacién con otro farmaco. Cuando se utiliza via 1v, los efectos son
dosis dependientes. Cldsicamente, se describe que con una concentracién plasmdtica
(Cp) por debajo de 0.1 pg/ml, la ketamina no produce efecto alguno. Entre 0.1 y
0.35 pg/ml se hace evidente su efecto analgésico. Entre 0.35 y 0.4 pg/ml se observa el
cldsico efecto anestésico disociativo y cuando la Cp supero los 0.5 pg/ml, se presentan
efectos secundarios deletéreos, como el delirio posoperatorio, el aumento excesivo
de la frecuencia cardiaca, tensién arterial, secreciones bronquiales, etc. (Navarrete
Zuazo, 2014).

Las dosis utilizadas para una induccién anestésica son de 1-2 mg/kg 1v, 2-10 mg/
kg 1M, 3-6 mg/kg vo, 5-10 mg/kg via transrectal y 2-4mg/kg via intranasal (Khurmi
etal., 2017).

Uno de los diferenciadores de la ketamina, cuando se compara con otros
anestésicos, es su escasa influencia sobre la frecuencia respiratoria, asi, resulta de utili-
dad como inductor anestésico, en pacientes que requieren mantener una ventilacién
espontdnea. En contraparte, el aumento de las secreciones bronquiales hace necesaria
la administracién de un anticolinérgico, para garantizar una permeabilidad de las vias
respiratorias en el paciente anestesiado con ketamina (Alvarez Rios et al., 2004).

Inicialmente, se habia descrito la capacidad broncodilatadora de la ketamina
en modelos biolégicos (Hirshman et al., 1979) y en algunos reportes de casos en
pacientes asmdticos (Strube et al., 1986). Sin embargo, ensayos clinicos posteriores
dieron lugar a un metandlisis, en el cual, no fue posible encontrar evidencia que
sustentara el efecto broncodilatador de la ketamina. Sugiriendo la necesidad de
ensayos clinicos controlados con un mejor disefio metodoldgico para justificar el uso
de este fdrmaco en pacientes asmdticos (Jat et al., 2012). Con base en este metandlisis,
parece que la ketamina no ofrece un efecto broncodilatador clinicamente relevante
como se pensaba.

Otro aspecto a destacar con el uso de la ketamina, es la estabilidad hemodindmica

que ofrece durante la induccién anestésica (Alvarez Rios et al., 2004). De ahi, que sea
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recomendada en pacientes hipotensos y puede sustituir firmacos como el propofol o
midazolam, que provocan o acentdan la hipotensién posterior ala induccién anestésica.
Se describe que la frecuencia cardiaca y la presién arterial sistlica aumentan en cierta
medida en pacientes con choque hipovolémico leve, inducidos anestésicamente con
ketamina. Sin embargo, este efecto en la presién arterial sist6lica se pierde cuando el
choque es grave, manteniéndose sélo en cierta medida el aumento de la frecuencia
cardiaca (Miller et al., 2016).

Hasta este punto, podemos considerar que la ketamina es un firmaco con bon-
dades dtiles en el dmbito anestésico, sin embargo, las alucinaciones vividas con
dosis anestésicas son el principal inconveniente de su utilizacién, como un inductor
anestésico aislado, siendo necesaria la administracién cotidiana de benzodiacepinas
de accién corta o intermedia como el midazolam, que permitan antagonizar de
forma importante este efecto psicotrépico. Ademds, la analgesia producida por la
ketamina, es suficiente para procedimientos sencillos y de baja intensidad dolorosa,
en caso contrario, se requieren de analgésicos potentes tipo opioides, para ofrecer una
analgesia suficiente en cirugfas mayores, asi, la ketamina se restringe a su uso como
anestésico tinico en procedimientos de baja complejidad y en particular en nifios, pues
la incidencia de alucinaciones desagradables en este grupo etario, disminuye conforme
decrece la edad de los pacientes, siendo un efecto secundario casi nulo en preescolares
y lactantes. En contraparte, es un efecto secundario constante en adultos, en quienes
la ketamina es dtil como un adyuvante anestésico, en el marco de una anestesia
general balanceada (combinacién de varios anestésicos intravenosos e inhalados) o
una anestesia general intravenosa (combinacién de anestésicos intravenosos) (Alvarez
Rios et al., 2004).

Considerando a la ketamina como un adyuvante anestésico, dosis subanestésicas
en infusién continua, son utilizadas en la técnica denominada anestesia total
intravenosa (AT1v). El objetivo de esta técnica, consiste en la potencializacién de los
efectos de anestésicos individuales y la disminucién de efectos secundarios. La aTv
consiste en utilizar combinaciones de firmacos en infusiones continuas intravenosas,
que siguiendo el farmacoldgico de distribucién de cada medicamento, permita al
anestesiélogo, alcanzar un estado anestésico. Dicho estado estd caracterizado por
hipnosis, pardlisis muscular, anestesia y el mantenimiento de la homeostasis. Ademds
permite potencializar el efecto analgésico postoperatorio, después de suspender la
administracién de todos los medicamentos infundidos (Navarrete Zuazo, 2014).
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Ketamina para dolor agudo posoperatorio

Se han investigado los efectos de la ketamina en infusién continua 1v a dosis
subanestésicas de entre 0.2 a 0.5 mg/kg/h (dosis como adyuvante anestésico), para
disminuir el dolor después de una cirugfa, la ndusea y el vémito (Kurdi et al., 2014).
Resultados derivados de metandlisis de ensayos clinicos controlados, sugieren que esta
intervencién, disminuye los requerimientos de analgésicos en el periodo posopera-
torio. La forma cldsica de evaluar la eficacia en este sentido, es la cuantificacién de
los requerimientos en miligramos de morfina que un sujeto requiere, para el alivio
del dolor, después de ser intervenido quirdrgicamente. En términos cuantitativos, la
infusién de ketamina 1v durante una cirugfa disminuye el consumo de morfina en
promedio 15.96 mg, con un intervalo de confianza al 95% (IC95%) de 19.69 a 12.24
mg, es decir, algunos pacientes se benefician mds que otros (pacientes disminuyen
hasta 19.69 mg el consumo de morfina y otros solo 12.24 mg). La distinta magnitud
del efecto en cada paciente, obedece a causas multifactoriales, destacando entre ellas,
la variabilidad biolégica (Bell et al., 2006).

El mismo metandlisis, calcula la disminucién del riesgo relativo a nausea y
vémito por separado, y nausea con vémito después de una cirugfa mayor. Para este
fin se reporta como medida de riesgo, el riesgo relativo con su respectivo intervalo de
confianza al 95% (IC95). El RR para nausea después de una cirugfa fue de RR = 0.80
IC95% (0.65 a 0.98), en otras palabras, la ketamina disminuye en promedio 20% el
riesgo de presentar nausea en el posoperatorio. El riesgo relativo para vémito fue de
RR =0.431C95% (0.25 2 0.74). La traduccién clinica serfa que la ketamina disminuye
en promedio 57% del riesgo de vémito posoperatorio. Finalmente, el riesgo relativo
de presentar nausea con vémito posoperatorios fue RR = 0.77 1C95% (0.65 a 0.90)
(Bell et al., 20006).

En conclusién, la ketamina utilizada como un adyuvante anestésico y con las
posologias mencionadas, disminuye el consumo posoperatorio de analgésicos, el riesgo
de ndusea y vémitos. Aunque estos hallazgos, especificamente hablando del efecto
antihemético encontrado, pudieran contradecir lo expuesto en apartados anteriores.
La posologia utilizada y la combinacién con otros anestésicos y sus respectivos
mecanismos de accién, pueden llevarnos a responder el cuestionamiento de forma

hipotética, pues el mecanismo no se ha establecido con claridad.
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Cuando se describen las propiedades antinflamatorias, analgésicas y de modula-
cién de la transmision del dolor de la ketamina, se sugiere que existe un posible benefi-
cio de este firmaco, para disminuir el riesgo de presentar dolor crénico posoperatorio
(Eldufani et al., 2018). Este dolor es un sindrome que se presenta después de un
procedimiento quirdrgico con una duracién de al menos 2 meses, excluyendo alguna
otra etiologfa y se presenta con una incidencia del 11% de todas las cirugfas estudiadas.
Derivado de esta hipétesis, se han realizado diversas investigaciones al respecto, con
resultados contradictorios debido a una alta heterogeneidad en la metodologia,
posologia y disefio de los estudios. Finalmente, dos metandlisis (Chaparro et al.,
2013; McNicol et al., 2014), publican que existe una posible disminucién del riesgo
de presentar dolor crénico posoperatorio con la utilizacién de ketamina, pero los
resultados no son convincentes, requiriendo m4s estudios, estandarizacién de las dosis
administradas y menor riesgo de sesgo para establecer conclusiones sélidas.

Ketamina en dolor crénico

El advenimiento de nuevos anestésicos, ha desplazado a la ketamina para su uso en
el control del dolor crénico (dolor con duracién mayor a 6 meses), en especial para
aquel derivado de alteraciones en las vias nociceptivas, mejor conocido como dolor
neuropdtico. Algunos modelos de dolor neuropdtico bien descritos, son la neuropatia
diabética dolorosa, el dolor asociado a herpes, el sindrome doloroso regional complejo
y el dolor en miembro fantasma (Lépez Milldn et al., 2007). Estos sindromes se
caracterizan entre muchas cosas, por una activacién anormal de receptores NMDA,
que conllevan un fenémeno de sensibilizacién de las sinapsis neuronales. Asi se
perpetda la sensacién dolorosa, hasta originar sintomas como la alodinia, hiperalgesiay
disestesias. Estos sintomas son caracteristicos del dolor neuropitico, sea especialmente
dificiles de tratar con analgésicos comunes (Yam et al., 2018).

La administracién de ketamina via oral para el control del dolor crénico, ha
crecido en los dltimos anos. Esta via es caracterizada por su baja biodisponibilidad,
debido a su metabolismo de primer paso y por la formacién de norketamina como
metabolito activo. A pesar de que no se dispone de una presentacién en cépsulas,
tabletas 0 un medio que facilite la administracién oral de ketamina, la literatura
describe preparados realizados empiricamente con jarabes de glucosa, que mantienen
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el firmaco estable por algunos dfas y que han servido para evaluar el efecto analgésico
en algunos modelos de dolor neuropdtico (Lépez Milldn et al., 2007). Sin embargo,
la alta incidencia de efectos psicotrépicos secundarios, nausea y mareo (hasta 50%
de los pacientes) limita el apego terapéutico por esta via de administracién (Quibell
etal., 2011).

Otra via de administracién utilizada en el dolor crénico, es la transcutdnea. No
obstante ensayos clinicos revelaron que los efectos en el control del dolor crénico no
fueron superiores al placebo, por lo que fue abandonada con rapidez (Lépez Milldin
et al, 2007).

La administracién intravenosa en dosis bajas (0.25mg/kg) es una alternativa a
este problema. Aunque el principal inconveniente es la necesidad de una via venosa
periférica constante, que también limita el apego terapéutico (Sleigh et al., 2014).

A pesar de estas limitaciones, algunos médicos clinicos han utilizado la ketamina
via oral para el control del dolor neuropdtico cuando otros firmacos de primera linea
no consiguen el alivio de los sintomas (Eldufani et al., 2018). Las dosis de inicio
oscilan entre los 10 a 25 mg cada 6 a 8 h y se incrementan de forma progresiva hasta
50 a 100 mg cada 8 h. La dosis tope descrita es de 200 mg cada 6 h. La posologfa
utilizada se titula con base en la eficacia analgésica obtenida y la presencia de efectos
adversos, pues no existe una dosis estandarizada para el manejo del dolor neuropitico.
Los ensayos clinicos refieren que una dosis eficaz para el alivio del dolor neuropdtico, es
aquella que disminuye de entre 30% al 50% la intensidad inicial del dolor. Tomando
este pardmetro de eficacia, la ketamina ha sido utilizada para el control del dolor
por miembro fantasma (Alviar et al., 2007), sindrome doloroso regional complejo
(O Connell et al., 2013), dolor neuropdtico de origen central, neuropatia diabética
dolorosa, incluso en sindromes migrafiosos y otros de dificil manejo (Neira Reyna
et al., 2016). Aunque en términos cuantitativos, la mayorfa de estos estudios refieren
una disminucién de 1 a 3 puntos de la intensidad del dolor (medida en una escala
visual andloga del 0 al 10), comparando ketamina vs placebo, en muchas ocasiones,
es suficiente para considerarla como un fdrmaco eficaz, ante la ausencia de respuesta a
otros tratamientos previamente utilizados.

Se le ha dado un enfoque similar, al uso de la ketamina en casos de dolor complejo
oncolbgico, especialmente cuando este presenta un componente neuropdtico. Las
dosis utilizadas, son similares a las mencionadas para dolor neuropdtico no oncolé-
gico. Mientras la seguridad y eficacia perecen tener la misma magnitud el efecto. De
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ahf que la ketamina es un potencial adyuvante analgésico, en casos de dificil control
del dolor en el 4drea de cuidados paliativos (Kurdi et al., 2014).

Ketamina en trastornos neuroldgicos

El manejo de trastornos neurolégicos como las crisis convulsivas, el trauma cerebral,
los eventos hemorrdgicos o isquémicos cerebrales, etc., requiere en muchas ocasiones
de fdrmacos que permitan el mantenimiento del flujo sanguineo cerebral, disminuyan
la actividad convulsiva y permitan la sedo-analgesia en pacientes neurocriticos. La
literatura médica hace referencia sobre el uso de la ketamina para estos fines (Eldufani
etal., 2018).

El bloqueo del receptor NMDA por la ketamina ha mostrado ser eficaz para el
tratamiento de estados epilépticos de mds de 24 h de duracién, cuando las convulsiones
no remiten a pesar de ser tratados con otros anestésicos como benzodiacepinas,
barbittricos o propofol (Héfler et al.,, 2016). Las dosis utilizadas en infusién
continua para este efecto, oscilan entre los 25 y 175 mcg/kg/min. La duracién de la
infusién en promedio es reportada entre 3 a 6 dias y depende de la resolucién de las
convulsiones. La ketamina en monoterapia o su combinacién con propofol, es una
opcién terapéutica para el estatus epiléptico refractario. La ventaja adicional, es que
atenua los efectos cardiovasculares deletéreos de otros anestésicos (Hofler et al., 2016;
Sabharwal et al., 2015).

En el drea de cuidados neurocriticos, la ketamina es también una opcién para
la sedo-analgesia en pacientes con trauma cerebral. Sus ventajas son: la ausencia de
hipotensién arterial y escasos efectos en la presién intracraneal (incluso disminu-
yendo la misma), facilita la ventilacién mecdnica y brinda analgesia. Su principal
desventaja, es la presencia de efectos psicotrépicos, que hace necesario el uso de
benzodiacepinas, para limitar dichos efectos (Zeiler et al., 2014). En este escenario
las dosis utilizadas son bolos de 1.5 a 3mg/kg e infusiones continuas a dosis de 50 a
85 mcg/kg/min, de acuerdo a los objetivos deseados y la respuesta individual en los
pacientes tratados (Patanwala et al., 2015; Zeiler et al., 2014).

Dos trastornos neuroldgicos frecuentes en pacientes sometidos a cirugfa no craneal,
pero con factores de riesgo para trastornos neurolégicos (edad avanzada, enfermedad de
alzheimer, etc.) son el delirium y la disfuncién cognitiva posoperatorios. La ketamina
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ha sido estudiada para disminuir tales trastornos. Finalmente un metanélisis de ensayos
clinicos controlados (Hovaguimian et al., 2018) concluyé que la ketamina parece no
disminuir el riesgo de delirium, pero si disminuye el riesgo de disfuncién cognitiva
postoperatoria con un RR = 0.34 IC95% (0.15 a 0.73), teniendo un potencial efecto
neuroprotector en este sentido. El mecanismo de accién propuesto es la disminucién
de la inflamacién, apoptosis y microtrombosis incluso tras la administracién de una
dosis tnica 1v previo al inicio de una cirugfa.

Fuera del dmbito quirtrgico y de cuidados intensivos, algunos autores (Eldufani
et al., 2018; Sleigh et al., 2014), refieren que la ketamina resulta ser un adyuvante
prometedor en sujetos con depresién. El mecanismo de accién parece estar relacionado
con la regulacién en las concentraciones de dopamina y su interaccién con una
serie compleja de vias de sefializacién alteradas en el sindrome depresivo mayor. Sin
embargo, resultados de revisiones sistemdticas, refieren que este efecto sélo es posible
observarlo en algunos pacientes, con dosis repetitivas semanalmente. Las conclusiones
al respecto fueron que se requieren mds ensayos clinicos y con mejores caracteristicas
metodoldgicas, para poder sustentar estas afirmaciones (Mccloud et al., 2015; Short
etal, 2018).

Se describe que pacientes con Alzheimer pueden verse beneficiados con el uso
de ketamina en dosis intermitentes. La hipédtesis de la hiperactividad de receptores
glutaminérgicos y su bloqueo con ketamina, pudiera explicar la mejoria de los sinto-
mas en pacientes tratados con dicho fdrmaco, pero se requieren de mayor evidencia
en esta linea de investigacin, para corroborar esta hipétesis (Eldufani et al., 2018).

Finalmente, algunas personas con ansiedad generalizada, mejoran sus sintomas
con la administracién de ketamina semanal a bajas dosis, el mecanismo de accién
tampoco es conocido con precisién, pero algunos estudios, parecen evidenciar este

efecto en pacientes que son resistentes a otras terapéuticas (Shadli et al., 2018).
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CONCLUSION

La ketamina es un anestésico disociativo que ha sido ampliamente utilizado en
el dmbito de la anestesia, el dolor posoperatorio, el dolor crénico, los cuidados
neurocriticos y otros trastornos neuroldégicos.

Sus efectos psicotrépicos, cardiovasculares, respiratorios, etc., se deben en gran
parte al bloqueo de receptores NMDA. Aunque se refieren otros mecanismos de
accién, que permiten la utilizacién de éste fdrmaco en distintos entornos clinicos, no
siempre son bien conocidos.

Las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de la ketamina, permiten
su administracién por distintas vias, sin embargo, s6lo se comercializa en solucién
inyectable. Mientras la via 1v es la mds utilizada en la prdctica anestésica y cuidados
intensivos, la via oral es la mds frecuente en el control del dolor crénico y otras
indicaciones de la ketamina. Una de las causas principales de la falta de apego
terapéutico en pacientes tratados con ketamina via oral es la presencia de alucina-
ciones. Sugiriendo la necesidad de otros diales de liberacién controlada, que
modifiquen su rdpida absorcidn en la mucosa intestinal, limitando asf este y otros
efectos secundarios.

Es frecuente y necesario el uso concomitante de benzodiacepinas parea limitar
los efectos psicotrépicos deletéreos de la ketamina. La excepcién es el caso de los
neonatos y preescolares, en quienes no se reportan las alucinaciones o suefios vividos
a diferencia del adulto.

El advenimiento de nuevos fdrmacos, ha desplazado el uso de la ketamina en
contextos no anestésicos como el dolor crénico y frecuentemente estd indicada
cuando otros fdrmacos no son eficaces en primera instancia. Se requieren de mds
estudios en distintas lineas de investigacién, que puedan sustentar hip6tesis de utilidad
farmacoldgica de la ketamina para distintas enfermedades y escenarios clinicos. De
igual forma, son necesarios ensayos clinicos con el rigor metodolégico suficiente,
para extrapolar los resultados de estudios experimentales en modelos animales, al ser
humano y eliminar controversias entre distintos autores.

Un dltimo punto a destacar es el uso de la ketamina como droga de abuso. Esta
situacién, ha mermado su comercializacién en varios paises. Emerge entonces la necesi-
dad de modificaciones a la normatividad para su venta y distribucién. Dichos
cambios pueden ser fundamentales para mejorar la disponibilidad del firmaco con

fines terapéuticos.
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DISOLUCION INTRINSECA: REVISION DE SU UTILIDAD EN
LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Edna Teresa Alcdntara Fierro'

Mariana Ortiz Reynoso"

El desarrollo de nuevos y mejores medicamentos permite tratar con mayor eficacia
y seguridad las enfermedades; asi condiciones que eran fatales han dejado de serlo.
Las entidades regulatorias requieren que los medicamentos cumplan con estrictas
evaluaciones de identidad, potencia y pureza. La evaluacién biofarmacéutica de un
medicamento, es un pardmetro importante para el desarrollo de formas farmacéuticas
sélidas, siendo la disolucién la principal prueba 7z vitro para conocer la velocidad
de liberacién de un principio activo. La prueba de disolucién se ha llevado a cabo
en la industria farmacéutica durante muchos afos, en este proceso la introduccién
de abordajes como la calidad por disefio, ha abierto la puerta para la bisqueda de
pruebas que permitan predecir el comportamiento de un firmaco durante su vida dil.
La disolucién intrinseca representa una prueba mds especifica para la caracterizacién
de los firmacos que permite determinar estrategias de formulacién y procesos con
mayor detalle. Sin embargo, su uso en la industria farmacéutica estd limitado, tanto
en el desarrollo farmacéutico como en el control de calidad de principios activos.
Su inclusién en los métodos compéndiales y monografias de productos podria ser
ttil para la evaluacién lote a lote de principios activos farmacéuticos, que permitirfa

mayor seguridad y eficacia de los medicamentos.
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INTRODUCCION

En los ultimos 50 anos se ha registrado un amplio desarrollo de medicamentos que
permiten tratar con mayor eficacia y seguridad las enfermedades; asi condiciones
que eran fatales han dejado de serlo (Bayona y Fajardo, 2012). Las entidades
regulatorias requieren que todos los medicamentos cumplan con estrictas evaluacio-
nes de identidad, potencia y pureza, con pruebas que reflejen con precisién su calidad
y desempefio (Banker y Rhodes, 2002). Por ello, el desarrollo y validacién de técnicas
analiticas es un drea relevante en la industria farmacéutica (Ir).

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015 Estabilidad
de Fdrmacos y Medicamentos, asi como de Remedios Herbolarios, un medicamento
es “toda sustancia o mezcla de sustancias de origen natural o sintético que tenga
un efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en una forma
farmacéutica y que se identifica por sus propiedades” (Secretarfa de Salud, 2005).

La evaluacién de la calidad y desempefio de un medicamento se realiza bajos tres
rubros principales: a) el bioldgico, donde se verifica la potencia microbiolégica (en el
caso de antibidticos), la eficacia de los conservadores y cuenta microbiana (Aulton,
2004); b) el fisicoquimico (Ramos y Baltazar, 2009), que puede involucrar pruebas
inmediatas o a largo plazo. Las pruebas inmediatas pueden incluir tamafio y forma,
espesor de tabletas, identificacidn, color, potencia, uniformidad de contenido, variac-
i6n de peso, dureza y desintegracién, mientras que las pruebas a largo plazo incluyen
estudios de estabilidad (Lieberman, Lachman y Schwartz, 2007), que es la capacidad
de un firmaco o un medicamento de permanecer dentro de las especificaciones de
calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su periodo de vida ttil (Sec-
retarfa de Salud, 2005); ¢) el biofarmacéutico, siendo la disolucién la prueba in vitro
mds utilizada en la 1r (FEUM, 2014b).

En el presente capitulo se realiza una revisién de publicaciones en donde se
ha abordado el concepto de disolucién intrinseca, asi como sus aplicaciones en la
investigacién y desarrollo de medicamentos sélidos orales (Mso).
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Solubilidad y disolucién de firmacos y medicamentos

La solubilidad es una de las propiedades fisicoquimicas mds importantes de un
férmaco, ya que es uno de los factores que influencian su absorcién via oral. Para que
un firmaco administrado por via oral pueda ser absorbido es necesario que tenga una
adecuada solubilidad en el tracto gastrointestinal (Kaur, Narang, y Bansal, 2018).

La solubilidad se define como la cantidad de soluto que puede ser disuelto en un
volumen de solvente a una temperatura determinada. Es un proceso termodindmico
que estd controlado por las energfas de solvatacién y de la red cristalina (Kaur et al.,
2018; Nicoud, Licordari y Myerson, 2018). La solubilidad depende de varios factores
tanto del medio como del firmaco, tales como el pH, el estado de ionizacién, el
polimorfismo y la superficie de drea (Souza, Souza, Maria y Castro, 2018). Al proceso
en el que las moléculas o iones del soluto pasan del estado sélido a una solucién se
le conoce como disolucién, y la velocidad a la que este proceso se logra se denomina
velocidad de disolucién. Por lo tanto, la solubilidad es un concepto relativo al equili-
brio fisicoquimico, mientras que la disolucién es un fenémeno cinético (Kaur et al.,
2018; Rao, Sanghvi y Zhu, 2009). Todos estos conceptos son de mucha importancia
en el desarrollo y evaluacién de los medicamentos, porque estdn relacionados con los
mecanismos y velocidades de liberacién y absorcién de los fdrmacos.

En las farmacopeas reconocidas a nivel internacional estd descrita la prueba
llamada disolucién, que es un método iz vitro para medir la velocidad a la que se
libera un firmaco de una forma farmacéutica sélida, en condiciones controladas
(FEUM, 2014a; Jacob y Nair, 2018). Las aplicaciones de la prueba de disolucién
son distintas a lo largo del ciclo de vida de los Mso. En las fases de estudios clinicos,
la prueba se utiliza para conocer la liberacién (solubilizacién y cuantificacién) del
firmaco de manera in vitro, asi como determinar un método que proporcione
correlacién in vivo-in vitro (CIVv) o cualquier otra informacién biorrelevante. Una
vez obtenido el registro legal del medicamento, la principal funcién de la prueba es la
de evaluar la calidad del producto en el drea de Control de Calidad, para determinar
la consistencia del proceso de fabricacién y el cumplimiento de especificaciones del
producto terminado (Brown et al., 2005; Friedel et al., 2018). Incluso los estudios de
disolucién pueden apoyar la evaluacién de los cambios en el sitio de produccién, el

proceso de fabricacién o la formulacién (Friedel et al., 2018).
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La disolucién puede reducir el nimero de estudios de biodisponibilidad con
fines de bioequivalencia en productos genéricos, en tanto aporta informacién valiosa
durante los estudios de preformulacién de formas farmacéuticas (Brown et al., 2005;
Carrién Recio, Gonzdlez Delgado, Olivera Ruano y Correa Ferndndez, 1999; Fotaki,
2011; Shekunov y Montgomery, 2016; Uddin, Saffoon y Sutradhar, 2011).

El mecanismo de disolucién para Mso de liberacién inmediata requiere, al menos,
de la erosién lo desintegracién de la forma farmacéutica; es decir, la liberacién del
fdrmaco de la matriz de formulacién, seguida por la solubilizacién del firmaco en el
medio de prueba. La tasa global de disolucién depende de la mds lenta de estas dos
etapas (Brown et al., 2005; Phillips, Pygall, Cooper y Mann, 2012).

Si la erosién lo desintegracién de la matriz es la etapa limitante de la velocidad
de disolucién, entonces se dice que la velocidad de disolucién es controlada por la
desintegracién (o erosién, en su caso); si la solubilizacién de las particulas de fdrmaco
es la etapa limitante de la velocidad de disolucidn, se dice que la velocidad estd
controlada por la disolucién intrinseca (Brown et al., 2005; Phillips et al., 2012); este
concepto se aborda mds adelante.

Para garantizar el buen desempefio de la prueba de disolucién deben tenerse en
cuenta las condiciones de insaturacién (conocidas como condiciones sizk) durante
el estudio. El término se refiere a que el volumen de medio sea al menos tres veces
el volumen requerido para formar una solucién saturada del firmaco (Brown et al,
2005; Friedel et al., 2018; Phillips et al., 2012), aunque otros autores consideran que
puede ser hasta diez veces el volumen necesario para la saturacién. Si no se cumplen las
condiciones de insaturacién, la concentracién del principio activo farmacéutico (pa)
los resultados de la prueba podrian no ser confiables (Brown et al., 2005). Segtn la
Guia para las Pruebas de Disolucién de los Productos Sélidos Orales de la Federacién
Internacional Farmacéutica (F1p), dado que las condiciones sink per se no garantizan
asociaciones 7 vivo-in vitro, y siendo que en algunos casos pueden obtenerse perfiles
de disolucién confiables violando las condiciones sizk, deben conducirse estudios
especificos para cada firmaco y condiciones de prueba que demuestre que un método
in vitro dado es aceptable para obtener resultados biofarmacéuticamente relevantes
(r1p, 1997).

En combinacién con la permeabilidad, la prueba farmacopeica de disolucién es un
indicador de la absorcién de un firmaco, y de hecho ambos pardmetros son utilizados

para clasificar a los firmacos mediante el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica
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(scB) introducido por Gordon Amidon en 1995 (Gonzdlez Casado, 2015). Asi, la
magnitud y velocidad con la que se lleva a cabo la absorcién del firmaco (Aulton,
2004) determina primariamente la biodisponibilidad del firmaco administrado de
forma oral (Rao etal., 2009). La conexién entre la prueba de disolucién y el desempefio
in vivo estd basada en el hecho de que antes de que un firmaco pueda absorberse,
primero deber ser disuelto en el contenido acuoso del tracto gastrointestinal (Souza
etal., 2018; Uddin et al., 2011). En la 1F el desarrollo de un medicamento inicia con
una serie de consideraciones, dentro de las cuales estd el scB de un fdrmaco para tomar
decisiones relativas a la via de administracién, dosis, eleccién de la forma farmacéutica
y su formulacién y operaciones unitarias necesarias en el proceso de fabricacién.
Por ejemplo, un férmaco clase 1 puede formularse como una tableta de liberacién
inmediata convencional, y esta forma farmacéutica también puede ser ttil para un ra
clase 111 si se incluyen mejoradores de solubilidad en la férmula. Por otro lado, para
mejorar la solubilidad (y por lo tanto la tasa de absorcién), un pa clase 11 necesita
de otras estrategias como el uso de dispersiones s6lidas amorfas, la modificacién del
cristal, formacién de cocristales, reduccién de tamafo de particula o complejacién
(con ciclodextrinas, por ejemplo), entre otras. Para un pa clase 1v tal vez se requiera
alguna de las estrategias de formulacién aptas para un pa clase 11 en combinacién de
la inclusién de mejoradores de la absorcién en la férmula (Sandri, Bonferoni, Rossi,
Caramella y Ferrari, 2018).

A la relacién entre la prueba de disolucién y la absorcién iz vivo de un medica-
mento se le conoce como civiv (Carrién Recio et al., 1999; Jacob y Nair, 2018).
Para que esta relacién sea aceptable se requieren varias condiciones, como que la
disolucién in vitro y el comportamiento de disolucién o liberacién in vivo de una
forma farmacéutica sea similar o tenga una relacién escalable entre si (Cardot y Davit,
2012). Esta correlacién es dificil de lograr (Gibaldi y Feldman, 1967; Jacob y Nair,
2018), ya que la prueba de disolucién no considera un proceso biofarmacéutico real
de absorcidn, distribucién y eliminacién, por lo que las condiciones de insaturacién
deben verificarse en todo momento.

La prueba de disolucién aporta informacién sobre las variables que afectan la
tasa de disolucién. Estas pueden incluir caracteristicas del PA como la identidad,
solubilidad, tamafio de particula, forma y arreglo cristalino y densidad aparente, asi
como de la composicién del medicamento, como la concentracién de fédrmaco, tipo
y porcentaje de excipientes y proceso de manufactura, también como los efectos de
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las condiciones de almacenamiento que podrian alterar la estabilidad del producto
(Brown et al., 2005).

Aparatos de disolucion

La prueba de disolucién se lleva a cabo en distintos aparatos, de los cuales los m4s
utilizados se encuentran referenciados en las principales farmacopeas del mundo.
En estos textos de cardcter obligatorio estdn documentados siete diferentes aparatos
(Adeyeye y Brittain, 2008).

El aparato 1, también conocido como canasta, es oficial desde 1970 y es util para
analizar formas farmacéuticas flotantes, sélidos, perlas (Adeyeye y Brittain, 2008;
FEUM, 2014b), cdpsulas, sistemas monodispersos y polidispersos (Uddin et al.,
2011), supositorios y sistemas de liberacién modificada (Adeyeye y Brittain, 2008;
FEUM, 2014b; Long y Chen, 2009).

El aparato 11, conocido como paletas, fue incluido en la Usp (por sus siglas en inglés,
United States Pharmacopoeia), en 1975, y es usado para evaluar formas farmacéuticas
que pueden sumergirse espontdneamente (Adeyeye y Brittain, 2008; FEUM, 2014b;
Long y Chen, 2009), sistemas monodispersos y polidispersos, tabletas y cdpsulas,
ademds de suspensiones (Uddin et al., 2011). Se usa para formas de liberacién
inmediata y modificada (Adeyeye y Brittain, 2008; FEUM, 2014b).

En la figura 1 se muestran los esquemas de los aparatos 1 y 1. Ambos son
ampliamente utilizados debido a que se encuentran estandarizados y son métodos
robustos y féciles de operar. Sus principales desventajas son que el volumen de medio a
utilizar es limitado, por lo que no se logra una simulacién del trdnsito gastrointestinal,
y que no son conocidas las condiciones hidrodindmicas (Uddin et al., 2011).

El aparato 111, conocido como cilindro reciprocante, aparecié en 1995, y fue
disefiado especificamente para sistemas de liberacién extendida o modificada (Adeyeye
y Brittain, 2008). Este aparto permite el cambio de medio para simular un gradiente
de concentracidn, es util principalmente para formas no desintegrantes y para perlas
(Long y Chen, 2009; Uddin et al., 2011).

En la figura 1 se presenta un esquema de este aparato. Las principales ventajas
del aparato 111 son el cambio rdpido de medio, que se pueden programar diferentes

cambios de medio y que los gradientes simulan el trdnsito y los cambios en el tracto
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gastrointestinal. Sus principales desventajas son que el volumen de medio es muy
pequefio y que el uso de surfactante genera espuma, la cual interfiere en la prueba
(Uddin et al., 2011).

El aparato 1v o celda de flujo continuo (CFC), aparecié en la Usp en 1995 y fue
disenado para sistemas de liberacién no desintegrantes. Puede operar bajo diferentes
condiciones, como los sistemas abierto o cerrado (recirculante), diferentes velocidades
de flujo y temperaturas (Adeyeye y Brittain, 2008; Long y Chen, 2009).

En la figura 1 podemos observar un esquema de la ckc que por la diversidad
de celdas disponibles permite su aplicacién en un amplio intervalo de formas
farmacéuticas, incluyendo tabletas, polvos, supositorios, cdpsulas de gelatina blanda
y dura, implantes, granulos y suspensiones. Es el aparato de eleccién para sistemas de
liberacién modificada y productos poco solubles (Uddin et al., 2011).

El aparato v, denominado paletas sobre disco, es una modificacién del aparato 11 con
un disco de acero en el fondo que sirve de soporte para colocar el sistema de liberacién.
Fue disenado originalmente para parches transdérmicos. El aparato v1 o cilindro rotativo,
es una modificacién del aparato 1, pero en lugar de una canastilla, es colocado un cilindro.
Fue disefiado también para parches transdérmicos (Adeyeye y Brittain, 2008; Long y
Chen, 2009; Uddin et al., 2011). Por dltimo, el aparato Vi1 o soporte reciprocante, usado
para parches transdérmicos, bombas osméticas y sistemas de liberacién de baja dosis
(Adeyeye y Brittain, 2008; Long y Chen, 2009; Uddin et al., 2011).

Figura 1. Aparatos de disolucién farmacopeicos

Fuente: modificado de USP.
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En la IF la eleccién de los aparatos antes citados se basa en si estdn o no citadas en las
monograffas de los productos terminados. Si la prueba tiene como objetivo el control
de la calidad lote a lote, y estd incluida en una farmacopea reconocida, serd utilizada
con regularidad por un laboratorio farmacéutico. Este suele ser el caso de los aparatos
1y 11 Para el caso del desarrollo de un nuevo producto, los aparatos menos populares
pueden ser de especial interés porque aportan informacién detallada sobre la liberacién
de un pA. Sin embargo, no siempre son utilizados porque, al no ser de uso obligatorio,
no se justifica la inversién en la compra de estos equipos. Tal es el caso del aparato 1v,
que se ha perfilado como un instrumento dtil debido a la versatilidad que le dan sus
diferentes configuraciones, que permiten el andlisis de distintas formas farmacéuticas
de distintos tamafios e incluso el andlisis de polvos, mezclas o granulados. Asimismo,
su popularidad entre los laboratorios fabricantes de medicamentos genéricos ha
ido incrementando, ya que permite determinar con mayor precisién los factores de
similitud (F2) requeridos en la evaluacién iz vitro previa al estudio clinico de estos
productos. Por otro lado, su funcionamiento también es atractivo para evaluar la
consistencia lote a lote de insumos farmacéuticos, especialmente de un PA.

Métodos para determinacién de solubilidad

Como se ha dicho, la solubilidad de un rA es una de sus propiedades farmacéuticas mds
importantes. La solubilidad estd relacionada con el proceso de cristalizacién empleado
en la fabricacién del firmaco, y es determinante en el desempefio de los Mso por
su afectacién directa en la absorcién y biodisponibilidad del férmaco, ya que tras la
administracién oral el ra debe estar en forma de solucién acuosa, independientemente
del mecanismo de absorcién (Nicoud et al., 2018; Souza et al., 2018). Las caracteris-
ticas del estado sélido determinan la solubilidad de un pA. Se han publicado estudios en
los que se efectda la evaluacién de la entalpia de disolucién que son importantes para
conocer el mecanismo de solubilizacién de los férmacos. Estos estudios estdn fuera
del alcance de esta revisién, pero pueden consultarse, por ejemplo: (Barzegar Jalali,
Rahimpour, y Martinez, 2017; Jouyban, Abbasi y Rahimpour, 2017; Lytkin etal., 2018).

La determinacién de la solubilidad se puede llevar a cabo por dos tipos de
estudios; uno de ellos es el isotérmico, donde se agrega un exceso de soluto al
solvente a una temperatura dada en contendores sellados herméticamente y se
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agita hasta lograr el equilibrio. El tiempo en que esto se logra depende de varios,
factores como la estructura y tamafio del cristal, el disolvente, la temperatura y la
velocidad de agitacién; de manera general 24 horas son suficientes a una agitacién
vigorosa finalmente la concentracién de soluto se determina por una técnica analitica
adecuada (Ploger, Hofs y Dressman, 2018; Glomme y Dressman, 2005; Nicoud et
al., 2018; Souza et al., 2018). Este método, conocido como solubilidad en equilibrio,
es recomendado por varias entidades regulatorias internacionales como la Food and
Drug Administration, FDA, la European Medicines Agency (EMA) y la Brazilian Health
Surveillance Agency (anvisa) (Souza et al., 2018). La disolucién intrinseca es un
método aceptado por la USP para la determinacién de la solubilidad, por lo que es
relevante a nivel internacional. Dada su importancia, este método se describe en el
siguiente apartado.

Otros métodos no farmacopeicos para determinar la solubilidad son la titulacién
potenciométrica 4cido-base y el método no isotérmico. El primero se basa en un
cambio caracteristico o inflexién de la curva de titulacién causada por la precipitacién
del analito; la curva de titulacién potenciométrica se obtiene representando el
valor del pH contra el volumen consumido de dcido/base (Glomme y Dressman,
2005). En el método no isotérmico, una masa conocida de soluto se equilibra con
una masa conocida de solvente a una temperatura dada, y la temperatura aumenta
progresivamente mientras se agita la suspensién. Un factor determinante en este
estudio es lograr una determinacién adecuada de la temperatura de saturacién, por
lo que es esencial emplear una rampa de temperatura tan lenta como permita estar lo
mds cerca posible del equilibrio (Nicoud et al., 2018).

Disolucién intrinseca (D1)

Histéricamente la etapa de preformulacién de una forma farmacéutica, consiste
principalmente en determinar el perfil de una sustancia farmacoldgica, es decir, su
caracterizacién, ademds de estudios de compatibilidad con excipientes y de estabilidad.
Estos estudios incluyen el cdlculo del pKa, solubilidad y b1, coeficiente de particidn,
ensayo, perfil de flujo, difraccién de rayos X, técnicas calorimétricas, distribucién
de tamafo de particula, forma de la particula, y todas aquellas pruebas que nos

permitan predecir el comportamiento de la molécula en estudio, para determinar la
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forma farmacéutica e incluso las técnicas de andlisis apropiadas a esta caracterizacién
(Adeyeye y Brittain, 2008; Aulton, 2004).

La disolucién de una forma farmacéutica estd influenciada por la solubilidad y la
disolucién intrinseca de los PA. Ambos son pardmetros ttiles dentro de los estudios de
preformulacién de una forma farmacéutica (Adeyeye y Brittain, 2008; Aulton, 2004).
Sin embargo, la disolucién intrinseca no se lleva a cabo rutinariamente durante el
control de calidad de una materia prima, porque no estd descrita en las monografias
individuales de los insumos farmacéuticos, como se discute mds adelante.

La velocidad de disolucién intrinseca (vDI) se define como la velocidad de
disolucién de un fdrmaco con condiciones constantes de 4rea de superficie, velocidad
de agitacién, pH y fuerza iénica del medio de disolucién (Souza et al., 2018; usp,
2012; Viegas, Curatella, Vanwinkle y Brinker, 2001). En otras palabras, es la tasa
de masa transferida desde la superficie sélida (de la matriz) a la fase liquida (medio)
(Souza et al., 2018). En algunos estudios que se exponen mds adelante se ha sugerido
que la vDI se puede utilizar en lugar del método de solubilidad en equilibrio para fines
de la clasificacién de medicamentos de acuerdo con el scs.

La vpI fue descrita por primera vez por John Wood en 1963, en un equipo
que actualmente lleva su nombre y que se encuentra descrito en las farmacopeas
internacionales, tales como la usp (Agilent, 2010), la Farmacopea Britdnica (8p, por
sus siglas en inglés British Pharmacopeia) y Farmacopea Europea (Ep, European
Pharmacopeia).

La vDI ha sido usada para caracterizar los fdrmacos sélidos desde hace varios
afios (Zakeri Milani, Barzegar Jalali, Azimi y Valizadeh, 2009) y es una manera de
demostrar su pureza y equivalencia (Tacey, Viegas Lise, Van Winkle Brinker, 2001).
Sin embargo, como desventajas estd que un amplio abanico de propiedades puede
afectar los resultados, como por ejemplo la forma y el tamafo de particula del pa y la
presencia de polimorfismo o amorfismo (Avdeef y Tsinman, 2008).

Algunos autores han sugerido que las principales variables de respuesta relacionadas
con la absorcién de un fdrmaco son la vDI y la solubilidad, ya que ambos pardmetros
son altamente dependientes del pH y su influencia en el proceso de absorcién puede
determinarse por el intervalo de pH del tracto gastrointestinal (Issa y Ferraz, 2011;
Skinner y Kanfer, 1992).
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En términos cuantitativos, la vDI se calcula por la ecuacién 1:
voi=(dm/dt) /4 (1)

Donde:

VDI es la velocidad de disolucién intrinseca en mg/min-cm?

A: es el drea del disco de firmaco en cm? que permite que durante
la prueba ésta permanezca constante

m: es la masa del firmaco en mg

t: el tiempo en minutos

(dm/dt) = es la pendiente mdxima en la curva de disolucién

Fuente: modificado de USP.

La vDI puede ser obtenida empleando diferentes dispositivos, donde el firmaco es
comprimido como un disco, con ayuda de un punzén y una matriz. Se utiliza un
medio de disolucién determinado y se cuantifica la cantidad de fdrmaco disuelto a
intervalos definidos de tiempo. Luego, se realiza un gréfico de la cantidad acumulada
de férmaco disuelto con respecto al tiempo y una regresién lineal. La velocidad de
disolucién en unidades de masa por segundo es representada por la pendiente de
la ecuacién lineal, como se muestra en el ejemplo de la figura 2. La vDI se obtiene
dividiendo el valor de la pendiente por la superficie de 4rea del comprimido preparado,
y es reportada en unidades de masa cm™-sec”! (Issa y Ferraz, 2011). Para determinar la
vDI puede utilizarse el aparato de Wood o bien el disco estacionario, sus esquemas se
muestran en la figura 3. Su uso estd descrito en las farmacopeas internacionales, que

se revisaran mds adelante.
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Figura 2. Ejemplo de petfiles o curvas de disolucién intrinseca para cloranfenicol

Fuente: Tseng, Patel y Zhao, 2014.

Figura 3. Aparatos para disolucién intrinseca. Disco rotatorio o aparato de Wood

(izquierda) y disco estacionario (derecha)

JT1
®
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Fuente: modificado de usp.



Una parte importante en el desarrollo de la prueba es la compactacién del pa para
obtener los comprimidos de drea constante. Este paso puede ser la mayor fuente
de error, pues se sabe que la compactacién puede tener un efecto en la forma de
la particula del pa. Cuando el hdbito de cristal controla la velocidad de disolucién
intrinseca, la compactacién del sélido para formar un disco de 4rea uniforme destruye
el hdbito de las particulas individuales y nulifica el sentido de comparar su vp1. Por
otra parte, si la energfa del cristal controla la velocidad de disolucién, las diferencias
en la vbI pueden ser todavia evidentes, pero es posible que sean atenuadas a diferentes
grados, dependiendo de las condiciones de cristalizacién, incluyendo la naturaleza
y concentracién del aditivo. Por esta razén, es necesario verificar el estado sélido al
momento de realizar la compactacién (Chan y Grant, 1989). Una de las principales
ventajas de la prueba es la cantidad de material requerida para llevar a cabo este ensayo,
ya que es mucho menor que la requerida para el ensayo de solubilidad en equilibrio
y la posible interferencia en los resultados por factores tales como la transicién desde
la estructura cristalina o la formacién de sales puede determinarse por la presencia de
curvaturas en el gréficos obtenidos (Issa y Ferraz, 2011).

En la figura 4, se muestran las partes del aparato de Wood, que consta de un eje
con un soporte cilindrico ensamblado a una matriz con un punzén dentro de la cual
se realizar la compactacién del material en prensa hidrdulica. El procedimiento inicia
cuando se ensambla la base de tres orificios a la matriz; esto se hace colocando tres
tornillos en los orificios destinados para ello (figura 4a). Una vez ensamblada se coloca
dentro de la matriz la cantidad de muestra requerida para el ensayo (figura 4b) y se
deja caer el punzén superior sobre la muestra (figura 4c). Se traslada la matriz con el
punzén a la prensa hidrdulica y se elige la presién deseada (figura 4d), se retira de la
prensa y se retira el punzén con ayuda de la varilla auxiliar (figura 4e). Por dltimo,
se coloca el eje, enroscando el mismo sobre la matriz (figura 4f) y se retira la placa
inferior retirando los tornillos colocados de manera inicial. Finalmente, el dispositivo
ya ensamblado con la muestra se coloca dentro del disolutor como se aprecia en la

figura 4g.
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Figura 4. Aparato de Wood

Elaboracién propia.

Descripcion de la prueba de “disolucion intrinseca” y comparacion de métodos de prueba
de acuerdo a farmacopeas internacionales

En las farmacopeas internacionales se encuentran distintas definiciones para nombrar
esta técnica; para la Usp, el nombre utilizado es “disolucién intrinseca aparente”,
mientras que para las farmacopeas Europea y Britdnica es “disolucién intrinseca”. En
todos los casos se refieren a las pruebas realizadas con el disco rotatorio; sélo en la usp
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se menciona el disco estacionario. Sin embargo en las farmacopeas europea y britdnica
se da también el concepto de “disolucién aparente” haciendo referencia a la disolucién
del firmaco puro a través de la crc.

De acuerdo a la usp, la vDI es la determinacién de la velocidad de disolucién de
comprimidos no desintegrantes con un 4rea superficial constante expuesta a un medio
de disolucién. La vDI estd es influenciada por las propiedades intrinsecas del estado
sélido, como son estado de cristalinidad (NHS, 2017; usp, 2012), hdbito cristalino,
amorfismo, polimorfismo, pseudopolimorfismo, tamano de particula y superficie de
drea especifica (NHS, 2017; Pharmacopoeia y The, 2008); asi como el efecto de las
impurezas asociadas con un material. De manera extrinseca la vDI estd influenciada
por el drea superficial, la hidrodindmica y las propiedades del medio de disolucién,
incluyendo el disolvente, la presencia de tensoactivos, temperatura, viscosidad, pH,
tipo y fuerza del buffer, y puede llevarse a cabo para la caracterizacién tanto de
un PA como de excipientes (NHs, 2017; usp, 2012). Por ejemplo, el efecto del pH
microambiental en la velocidad de disolucién y la absorcién oral ha sido estudiado
por algunos autores en casos de estudio particulares (Hou et al., 2018).

La preparacién del comprimido se realiza pesando una cantidad de material
necesaria. La UsP recomienda la compresién durante 1 minuto a 15 MPa en una
prensa hidrdulica; sin embargo, cualquier otra alternativa puede ser utilizada si se
justifica adecuadamente. Ademds durante la compresion se debe evitar la formacién
de capilares. En la BP se indica que la preparacién del comprimido debe ser bajo
nula o minima porosidad (NHS, 2017). Incluso en la monografia de la Usp se indica
la necesidad de comprobar la forma del estado sélido después de la compresién. La
desintegracién del comprimido debe prevenirse, ya que ésta causarfa el incremento de
la disolucién y la vDI se veria aumentada (Pharmacopoeia y The, 2008). En cualquier
caso, debe comprobarse por alguna técnica especializada, que la compresién no genera
cambios en la forma cristalina. Debe removerse del comprimido el polvo remanente
en la superficie empleando aire comprimido o nitrégeno (NHs, 2017; Usp, 2012).

De acuerdo a la usp, Bp y EP la vDI estd dada como la masa de soluto por unidad de
tiempo por drea expuesta (masa/s’cm?); sin embargo este tltimo término en la USP
también estd definido como el “Hujo de disolucién” (NHs, 2017; Pharmacopoeia y
The, 2008; usp, 2012).

La seleccién del medio para llevar a cabo la prueba es muy importante y como

se menciond para la prueba de disolucién, la valoracién debe hacerse en condiciones
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de insaturacién. Para lograr una mejor aproximacién a las condiciones iz vivo, la
evaluacién puede llevarse a cabo en pH fisiolégico a 37 °C, ademds puede utilizarse
para determinar la solubilidad del sélido que se estd probando. Como en toda
prueba de disolucién, es necesario utilizar medio degasificado, para evitar la forma-
cién de burbujas en la superficie del comprimido o de la matriz, que puedan alterar
el resultado (usp, 2012). Las caracteristicas del medio pueden afectar la vDI; una
importante asuncién en este método es que el pH de la superficie del comprimido
es el mismo que el del medio de disolucién; sin embargo, el pH debe ser controlado
con compuestos ionizables, ya que la vbI depende fuertemente de él. En contraparte,
para compuestos no ionizables el tipo y concentracién del buffer no poseen una
dependencia significativa. Para firmacos que son dcidos y bases, el soluto puede alterar
el pH, y en la superficie del comprimido éste podria ser ligeramente diferente. Para
dcidos débiles el pH del medio de disolucién puede estar de 1 a 2 unidades por debajo
del pKa del material a disolver y de manera contraria para bases débiles (usp, 2012).

El andlisis de datos se realiza graficando la cantidad acumulada de soluto disuelto
contra el tiempo, aplicando una regresién lineal en los puntos iniciales de la regién
linear de la curva. La pendiente obtenida corresponde al valor de la vor. El flujo de
disolucién es calculado obteniendo el cociente de la velocidad de disolucién y la
superficie de drea del comprimido (NHs, 2017; Pharmacopoeia y The, 2008; usp,
2012). La grdfica obtenida puede mostrarse como una curva con una inflexién hacia
arriba, lo cual indicard un problema en el sistema experimental que puede estar
relacionado con la degradacién del comprimido, delaminacién o desintegracién; en
caso contrario, cuando la inflexién es hacia abajo puede indicar una transformacién
de la forma sélida o la saturacién del medio (Usp, 2012).

Las principales diferencias de las monografias estudiadas, se encuentran
simplificadas en la tabla 1.
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Tabla 1. Comparativo de las monografias de disolucién intrinseca incluidas

en diversas farmacopeas internacionales

Elaboracién propia.

Debido a que esta prueba requiere la formacién de un comprimido que puede
comprometer el estado sélido del pa puro, que es dificil de verificar en tiempo real, estd
documentada como alternativa la evaluacién de la velocidad de disolucién del firmaco
puro con la ckc, denominada disolucién aparente (EDQM European Directorate for
the Quality of Medicines, 2008; NHs, 2017).

El aparato IV consta de un depdsito, una bomba, la ckC y un bafo hidrotérmico.
El depésito contiene el medio de disolucién que luego pasa a través de la celda
(Mcdonnell, Crane y Redmond, 2017). El disefio bdsico de la celda es un cilindro
vertical con una parte cénica en la parte inferior, su llenado con perlas de vidrio de
1 mm que produce condiciones de flujo laminar (Greco, Bergman y Bogner, 2011).
Las celdas compendiales son de 12 y 22.6 mm de didmetro. Existen otros disefios
para evaluar supositorios, polvos, implantes (Brown, 2005) cdpsulas de gelatina dura
y blanda, semisélidos y stents (Fotaki, 2011). Una ventaja de la CEC requiere bajo
volumen de medio, tiene la capacidad de mantener las condiciones de insaturacién
y presenta facilidad para cambiar los medios de disolucién (Kakhi, 2009). La crc
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puede ser utilizada para la caracterizacién de la disolucién aparente de polvos, con
la ventaja de que no requiere la aplicacién de una fuerza mecdnica de compresion,
lo que disminuye la probabilidad de que ocurra un cambio de fase sélida y por lo
tanto evita tener que descartarlo (Fotaki, 2011). Las disoluciones intrinseca y
aparente son pruebas que la IF no ha explotado, y su uso se ha dado mayormente
en fases tempranas del desarrollo farmacéutico como prueba de caracterizacién de
firmacos, especialmente en etapas de preformulacién preclinica. Un drea inexplorada
de estas pruebas es el control de calidad del pa, por ejemplo para para determinar su
consistencia lote a lote y prevenir la variabilidad de los insumos que se procesan para
la fabricacién de medicamentos.

Efecto de las propiedades del estado sélido en la vp1

El estado sélido es el mds importante estado de la materia en el desarrollo farmacéutico,
pues la mayorfa de las formulaciones son desarrolladas como formas farmacéuticas
sélidas debido a su capacidad de cristalizar, a su ficil manejo y mejor estabilidad
quimica en comparacién con los liquidos (Zhang y Zhou, 2009).

La capacidad de una sustancia de existir como dos o mds fases cristalinas que
tienen diferentes arreglos o conformaciones de las moléculas en una red cristalina o
hdbito cristalino, es llamada polimorfismo y de forma correspondiente los diferentes
sélidos, son llamados polimorfos (Zhang y Zhou, 2009). Los polimorfos tienen la
misma composicién quimica pero diferente estructura interna, por lo que poseen
diferentes propiedades fisicoquimicas (Vippagunta, Brittain y Grant, 2001), y las
propiedades mecdnicas y quimicas pueden variar significativamente. La disposicién
de las moléculas en un cristal define sus propiedades fisicoquimicas, afecta sus propie-
dades de flujo, asi como la compactibilidad, la fuerza de ruptura y la desintegracién de
una tableta fabricada con esa molécula, la velocidad y comportamiento de disolucidn,
estabilidad quimica, en consecuencia determinan el rendimiento del P en la forma
farmacéutica final, es decir, repercute en el desempefio del proceso de fabricacién
de formas farmacéuticas (Bukovec, Meden, Smrkolj y Vre€er, 2015; Kuminek et al.,
2013; Raghavan, Ristic, Sheen y Sherwood, 2002).

En la1rla caracterizacién del estado sélido de un pa juega un papel importante en el
desarrollo de medicamentos debido a que aporta informacién que tiene implicaciones
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en las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas del producto final. Sin embargo,
no se ha popularizado el uso de algunos aparatos de disolucién para la evaluacién de
estos insumos; de hecho con relativa frecuencia se ignora que la caracterizacién y la
comprension de las propiedades sélidas son esenciales para el control de calidad de los
productos farmacéuticos (Kuminek et al., 2013). En este sentido, debe replantearse
la utilidad de aparatos como la crc para la evaluacién de materias primas y otros
insumos farmacéuticos.

Aplicaciones de la vbr

Durante la revisién bibliogrifica se encontré la aplicacién de la vbI en trabajos sobre
temas como la caracterizacién de principios activos nuevos o polimorfos, en el desarrollo
de nuevas formas farmacéuticas, dentro del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutico,
en modificaciones de la técnica para necesidad especiales, asi como en trabajos para
comparar las técnicas existentes (disco rotativo o estacionario) o nuevas técnicas (CFC).
En esta seccién revisaremos algunos ejemplos sobre estos trabajos.

Caracterizacidn de principios activos farmacéuticos

En un estudio de Bartolomei y colaboradores, se llevé a cabo la comparacién de
polimorfos y sus efectos en la velocidad de disolucién intrinseca de diclofenaco sédico.
Realizaron estudios de dos formas cristalinas de diclofenaco, incluyendo disolucién
intrinseca por disco estacionario. Encontraron que la forma anhidra (forma comercial)
tenfa una disolucién mds rdpida y una solubilidad mds alta, lo que puede representar
diferencias en la biodisponibilidad, cuando la disolucién es el paso limitante
(Bartolomei, Bertocchi, Antoniella y Rodomonte, 2006). Otros autores como Sehié,
S. y su equipo compararon varias formas de carbamazepina encontrando diferencias
en la vpI entre los distintos polimorfos. Incluso proponen brevemente el uso de la
vDI como parte del control de calidad de la materia prima (Sehié, Betz, Had¥idedi¢, El-
Arini y Leuenberger, 2010), ya que de manera rutinaria no se encuentra referenciada
en las monografias farmacopeicas utilizadas por la industria para la evaluacién de
un PA; sin embargo, al ser una prueba tan dependiente de las propiedades de los
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materiales puede ser una herramienta dtil para monitorear su calidad lote a lote, no
s6lo en la IF, también en la industria farmoquimica.

Durante el desarrollo o uso de nuevas técnicas para mejorar la solubilidad de
férmacos, el uso de la técnica de disolucién intrinseca es de gran utilidad, ya que
permite comparar en qué medida se puede mejorar la disolucién. Charoenchaitrakool
y colaboradores mostraron un método para micronizar ibuprofeno por expansién
de soluciones supercriticas. Al obtener el producto micronizado se emplearon
diferentes técnicas de caracterizacién; sin embargo, la de principal interés fue la
disolucién intrinseca como indicador de que, al reducir el tamafio de particula logran
mejorar la disolucién hasta cinco veces por encima del activo sin el tratamiento

(Charoenchaitrakool y Dehghani, 2000).

Desarrollo de nuevas formas farmacéuticas

Estd referenciado en la literatura el impacto que tienen diferentes preparaciones
farmacéuticas en la vD1; por ejemplo, Wlodarski probé dos procesos distintos para
realizar una dispersién sélida de tadalafil, mostrando que ambos procesos favorecen
la liberacién por encima de otras formas farmacéuticas (Wlodarski, Tajber y Sawicki,
2016). En el trabajo de Setha y colaboradores se realizaron dispersiones sélidas de
carbamazepina probando dos tipos de acarreadores y dos tipos de aglutinante, esto
como estrategia para firmacos clase 11. Encontraron que las suspensiones de PVP K30
con o sin acarreador presentaban mayores velocidades de disolucién intrinseca, a pesar
de que las formulaciones son menos complejas que las propuestas con acarreados a base
de lipidos (Sethia y Squillante, 2004). En este tipo de trabajos la vDI es un pardmetro

que proporciona informacién crucial para el desarrollo de una forma farmacéutica.
Propuestas para su uso en lugar del pardmetro de solubilidad, dentro del sistema de
clasificacién biofarmacéutico

En el trabajo de Issa MG y colaboradores, se discute el uso de la evaluacién de la vbr

como una alternativa para determinar la solubilidad en el scB, con el fin de que la
clasificacién de solubilidad de un fdrmaco sea determinada por el valor de la vpI1. Se
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afirma que debido a que este ensayo no estd relacionado con el equilibrio, sino mds
bien con la velocidad, se espera una mayor correlacién que en la prueba de solubilidad
(Issa y Ferraz, 2011). Aunque se han conseguido resultados muy comparables,
también se han encontrado diferencias debido a la naturaleza de cada uno de los
métodos utilizados para determinar la solubilidad. Zakeri Milani P. y colaboradores
realizaron la clasificacién biofarmacéutica de diferentes firmacos, a través de la vDI
y la permeabilidad en intestino de rata encontrando algunas diferencias al comparar
las vDI debido a que las referenciadas en la literatura fueron realizadas con otro de los
métodos (disco estacionario); sin embargo, al momento de asignar una clasificacién,
en todos los casos se obtuvo la misma categoria de solubilidad (Zakeri Milani et al.,
2009). Las aplicaciones de la vDI en la IF son escasas tanto en el drea de desarrollo
como de control de calidad. En este sentido, estos estudios pueden aportar evidencia
de la necesidad de incluir la vDI como prueba en las monografias individuales de los
férmacos para una evaluacién mds precisa.

En un ensayo realizado por Souza y colaboradores se comparé el uso de los
métodos de solubilidad en equilibrio y disolucién intrinseca en la determinacién de la
solubilidad con fines de la categorizacién de los fdrmacos en el scs. En este estudio se
determind la solubilidad de losartdn por ambos métodos y encontraron diferencias para
definir si el losartdn es de alta solubilidad entre lo reportado por Yu e investigadores en
2004 (0.1 mg/min/cm?) y por Zakeri Milani en 2009 (1.0 mg/min/cm?) en la prueba
de disolucién intrinseca. Lo anterior provocé clasificaciones contradictorias segiin
el scB. Los autores aseguran que, al ser la solubilidad una caracteristica intrinseca
de cada compuesto, el método para determinar su solubilidad deberia ser evaluado
individualmente de acuerdo a su comportamiento ante las soluciones amortiguadoras
evaluadas. También ponen de manifiesto que el método de solubilidad en equilibrio
no puede ser usado como método tnico, principalmente bajo el contexto de procurar
bioexcensiones (Souza et al., 2018).

Nuevas propuestas del método con modificaciones de acuerdo a necesidades especiales
Algunos trabajos han sugerido modificaciones de la técnica de disolucién intrinseca

de acuerdo a necesidades especiales, como la disolucién en volimenes pequefios para
revelar cambios polimérficos. Estos trabajos proponen la utilizacién de minidiscos
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o minitabletas donde la cantidad de firmaco y la de medio de disolucién es mucho
menor a la de los aparatos ya mencionados, observando buenas correlaciones entre
ambas versiones (Alsenz, Haenel, Anedda, Du Castel y Cirelli, 2016). Como es de
esperarse, esta propuesta se ha comparado con la técnica tradicional para determinar
su factibilidad (Avdeef y Tsinman, 2008). Tsinman y colaboradores determinaron
la aproximacién de vpI, basados en el aparato de Wood tradicional y miniaturizado
y demostraron que la cantidad de rA usada en los aparatos tradicionales de discos
rotativos podria reducirse potencialmente 10 000 veces sin sacrificar la calidad de
la medicién (Tsinman, Avdeef, Tsinman y Voloboy, 2009). Dado que la IF siempre
busca técnicas que optimicen sus procesos y disminuyan gastos, estos trabajos resul-
tan pertinentes para implementarlos y evitar operaciones costosas o reducir los

residuos al medio ambiente.

Comparacién entre los métodos de aparato de Wood y la CFC

En los estudios de Peltonen y colaboradores, se comparan los métodos de disolucién
intrinseca y la disolucién aparente por la cFc, encontrando una excelente correlacién
entre los métodos de disco rotatorio y la CFC; sin embargo, se mostraron algunas
discrepancias con el aparato 11 de la Usp, debido al disefio del experimento. También
encontré que la manera en la que se coloca la muestra en la CFC representa un obstdculo
para la desintegracidn, ya que solo una cara estd expuesta en comparacién con el aparato
1 de la usp (Peltonen, Liljeroth, Heikkild, Kontturi y Hirvonen, 2003).

Este tltimo método no estd definido en las farmacopeas internacionales como
un método para la disolucién intrinseca, pero este estudio proporciona informacién
valiosa sobre la comparacién de los métodos de disco rotatorio y crc. La CFC puede
usarse tanto para la evaluacién de polvos de sustancias puras o de mezclas, si se utiliza

la configuracién de la celda de polvos, ver figura 5.
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Figura 5. Propuesta de configuracién de celda de polvos para aparato Usp Iv

Elaboracién propia.
Comparaciones entre los métodos de disco estacionario y disco rotario

Al existir opciones para llevar a cabo la prueba de disolucién intrinseca, no resulta
fuera de lugar comparar los resultados que arroja cada tipo de aparato. En estas
comparaciones se ha visto que las diferencias no son significativas estadisticamente,
por lo que ambos aparatos son eficaces para realizar el estudio, sin embargo, si se ha
observado que la desviacién estdndar (DE) de los resultados puede ser menor en el
aparato rotatorio donde se encontraron valores de DE entre 0.5-2.0% mientras que
para el aparato estacionario llegan a ser de 0.2-4.0%. (Tacey, Viegas Lise, Van Winkle
y Gerald Brinker, 2001)

Efecto de las variables intrinsecas de la muestra en la vDI
Como se ha mencionado las caracteristicas del estado sélido pueden afectar la vpI de
un PA en estudio en tanto determinan propiedades fisicoquimicas como la solubilidad,

punto de fusién, forma y tamafio, entre otros. Las variaciones en los materiales de

prueba repercuten en los resultados de la vDI; en un estudio realizado por Tenho y
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colaboradores se determiné el impacto de la texturizacién del material comprimido
para prueba, encontrando que el grado de texturizacién se correlaciona con la vpI de
las muestras, de modo que las muestras con mayor grado de orientacién preferencial se
disolvieron mds lentamente (Tenho, Aaltonen, Heininen, Peltonen, y Lehto, 2007).

Por otro lado, Modi determind el efecto del hdbito cristalino en la vpr, evidenciando
una influencia de la forma de particula de tipo placa en la vDI de celecoxib, asi como
diferencia en la energfa superficial debido a la diferencia en el hdbito cristalino.
En este caso encontraron que la reduccién de tamafo de particula no tuvo efectos
significativos sobre la vbI (Modi, Dantuluri, Perumalla, Sun y Bansal, 2014). Pereira
y colaboradores establecieron la regla que indica que de manera general los solvatos
de nevirapina son menos solubles que sus versiones anhidras (Pereira et al., 2007).

Lobmann y colaboradores comprobaron el efecto de la presién de compactacién
sobre indometacina amorfa, contra su forma cristalina; esto relacionado con las
diferencias superficiales derivadas de la compactacién, teniendo mayor vpI la
indometacina amorfa (Lobmann et al., 2014).

CONCLUSION

La calidad de una forma farmacéutica sélida oral estd dada en gran medida por sus
componentes y principalmente dependen del principio activo utilizado. Dado que
las caracteristicas de la formulacién, incluyendo la vida de anaquel, desempefio del
proceso, e incluso biodisponibilidad, son afectadas por las propiedades fisicoquimicas
de sus componentes, se vuelve imperativo el desarrollo de metodologias que nos
permitan correlacionar cada caracteristica fisicoquimica con el comportamiento 77
vivo-in vitro, como puede ser correlacionar la estructura cristalina con la vpr (Pereira
et al., 2007).

Se ha despertado interés en la aplicacién de la vDI en la caracterizacién de
principios farmacéuticos (Zakeri Milani et al., 2009), ya que esta técnica aporta
datos que se correlacionan con las caracteristicas fisicas de los mismos (Chan y Grant,
1989). A pesar de esto, la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) atin
no tiene una monografia que describa este método. La vDI tampoco es una prueba
de rutina en el control de calidad de las materias primas en la IF de genéricos, en la
que México ocupa el primer lugar en fabricacién en América Latina. El conocimiento
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de las ventajas de la vDI para la caracterizacién de un pa podria detonar la inclu-sién
de esta prueba durante la etapa de desarrollo de un producto y como prueba de
control de calidad de los principios activos farmacéuticos; en este sentido, es necesario
profundizar en el conocimiento de las propiedades del estado sélido para generar
productos con controles mds estrictos para garantizar la aptitud de uso y seguridad al
consumidor final.

La implementacién rutinaria de la vDI toma sentido en la IF con la necesidad
de demostrar dia a dia perfiles de liberacién interlote consistentes, y la importancia de
esta valoracién incrementa si en la etapa de fabricacién del principio activo se presentan
cambios en la ruta de sintesis de un activo farmacéutico, en la etapa de cristalizacidn,
en el tamafio de particula (y por lo tanto en la superficie de drea), en los cambios de
proveedores, en las condiciones de proceso o bien en la transferencia. Dado que la vDI
de un activo farmacéutico aporta informacién sobre su pureza y equivalencia (Tacey,
Viegas Lise, Van Winkle, y Gerald Brinker, 2001), esta prueba puede utilizarse para
evaluar la consistencia biofarmacéutica lote a lote de un firmaco.

A pesar de que la vDI se encuentra reportada en farmacopeas internacionales
como la farmacopea britdnica, europea y americana, no se ha visto referenciada en
las monografias de un pa para ser considerada en el andlisis rutinario dentro de la
industria, probablemente debido a la falta de informacién sobre su utilidad. Es de
resaltarse cémo el uso de esta prueba no se encuentra referenciado para estudios

de desarrollo en la FEUM, pero tampoco en los textos como los de la India o China,
siendo estas tltimas naciones dos grandes productores de firmacos cuyos productos
se importan al mercado mexicano.

Concluyendo el trabajo de revisién se ha encontrado que existen diferencias entre
las monografias de las distintas farmacopeas internacionales consultadas, entre las
que destacan mds las de forma que las de fondo. Hay falta de uniformidad en la
profundidad de los detalles para montar el método o en la seleccién del medio de
disolucién. La usp es el texto que puede ser de mayor apoyo para la IF en México
por incluir una monografia mds amigable para realizar la prueba de vp1. También
se encontré que la vDI se utiliza en la caracterizacién del estado sélido, pero ésta no
es referenciada en el control de calidad de las materias primas, a pesar de que su uso
puede ser de utilidad para comprender mejor los resultados analiticos relativos a la
disolucién de los medicamentos. En este texto fueron revisadas farmacopeas de los
mercados con mayor prevalencia en la IF mexicana. Siendo China e India proveedores
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importantes de fdrmacos para la IF nacional, resulta interesante observar que ni en
las farmacopeas de estos paises, ni en la FEUM se tiene incluida una monografia de
disolucidn intrinseca. Por ello, serfa importante tenerla y ademds poder llevarla a cabo
de manera rutinaria para asegurar la consistencia de los resultados y la calidad de un
principio activo farmacéutico con argumentos cientificos de mayor peso.

Por otro lado, la disolucién aparente definida en la farmacopea europea y
britdnica, que hace referencia al uso de la CFC podria ser una nueva herramienta
para la caracterizacién del estado sélido farmacéutico, asi como un equivalente de
la disolucién intrinseca por aparato de Wood. Los estudios que emplean esta técnica
se han centrado en el andlisis de firmacos con baja solubilidad (Bhattachar, Wesley,
Fioritto, Martin y Babu, 2002), sin embargo, existe la necesidad de realizar estudios
que permitan entender el aporte de esta técnica dentro de la caracterizacién de un pa,
as{ como en ensayos de rutina en el disefio y fabricacién de productos farmacéuticos.

Los estudios a nivel de investigacién cientifica revelan que la vDI es dtil en la
caracterizacién de los principios activos, y que la IF todavia no la ha explotado para el
desarrollo y control de calidad de los Mso.
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EVALUACION DEL EFECTO DEL AGLUTINANTE Y LA
VELOCIDAD DE AGITACION DE UN GRANULADOR DE ALTO
CORTE EN LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE UN

GRANULADO DE VALPROATO DE MAGNESIO

Diego Gorostieta Herndndez'
Mariana Ortiz Reynoso"
Martha Diaz Flores'

Liliana Schifter Aceves®

En el presente estudio se realiza la granulacién por via himeda de una formulacién
para tabletas que consistente en una mezcla de excipientes y el firmaco valproato de
magnesio a escala de laboratorio, utilizando un equipo granulador de alto corte. Se
combinan seis distintos agentes aglutinantes y tres velocidades de agitacién diferentes.
Se evaltan las caracteristicas de los granulados obtenidos a través de las pruebas de
distribucién del tamafno de particula, indice de flujo y perfil de compactabilidad
de los granulados, y el tiempo de desintegracién de tabletas obtenidas con ellos. Los
resultados se analizan a través de un disefio experimental multifactorial multinivel.

INTRODUCCION

La epilepsia es un trastorno neuroldgico crénico que afecta a personas de todas las
edades. En todo el mundo, unos 50 millones de personas padecen epilepsia, lo que la
convierte en uno de los trastornos neurolégicos mds comunes. Cerca del 80% de los
pacientes viven en paises de ingresos bajos y medianos (oms, 2018); de éstos, cerca
de 5 millones viven en Latinoamérica y el Caribe. La prevalencia varfa de un pais a
otro e incluso en distintas dreas de un mismo pais y en la mayor parte de los casos el

tratamiento es con fdrmacos antiepilépticos. Cuando se presentan crisis convulsivas
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los fdrmacos tradicionales en el sector publico de salud incluyen fenobarbital, feni-
toina, carbamazepina, 4cido valproico y sus sales de sodio y magnesio, que son pre-
cursores de la forma dcida (Acevedo Manuel y Roberto, 2008).

Los efectos farmacolégicos del valproato de magnesio son el resultado de que el
dcido valproico y el magnesio actdan de manera complementaria. El dcido valproico
incrementa la concentracién cerebral de 4cido y-aminobutirico y el magnesio
reduce la conductividad del ion calcio y activa la bomba de sodio/potasio (Canger y
Guidolin, 2000).

El valproato de magnesio es farmacolégicamente equivalente a la sal de sodio
y al dcido valproico mismo. Después de la absorcién en el torrente sanguineo se
descompone en 4cido valproico y iones de magnesio, lo que tiene algunas ventajas
terapéuticas. Es un firmaco altamente estable y efectivo debido a su actividad
antiepiléptica anadida, proporcionada por los iones de magnesio, y a una velocidad
de absorcién mds lenta y regular, lo que evita variaciones en los niveles séricos de 4cido
valproico; ademds de estas caracteristicas, el valproato de magnesio es menos costoso
que la sal de sodio (Correaa, Rodriguez, 2008).

Sin embargo, en el desempefio prictico para la fabricacién de formas farmacéu-
ticas sélidas, el valproato de magnesio presenta la desventaja de tener malas propiedades
reoldgicas, lo que lo hace poco apto para la fabricacién de tabletas por el método de
compresién directa. Al respecto, se han realizado estudios previos en los cuales se han
evaluado las propiedades de flujo, tamafio y forma de las particulas, tanto del firmaco
como de mezclas de compresién directa (Ortiz Reynoso, 2016). El presente estudio es
una contribucién mds en la investigacion de la mejora de las propiedades reoldgicas de
la formulacién de valproato de magnesio, con la finalidad de tener mejores procesos y
por consecuencia mejores medicamentos.

La mayorfa de los ingredientes farmacéuticos activos e inactivos se presentan
en estado sélido como polvos amorfos o como cristales de diversas estructuras
morfoldgicas. El uso de sustancias multiparticulares (polvos y granulados) en la
preparacién de medicamentos sélidos orales (Mso), como tabletas y cdpsulas, es muy
frecuente en la mayoria de la industria farmacéutica. Para preparar Mso los firmacos
en polvo se mezclan con excipientes y se someten a distintas operaciones unitarias.

Ademds de las ampliamente conocidas tabletas y cdpsulas, los Mso pueden
ser polvos o granulados. Estos dltimos son aglomerados preparados de materiales en

polvo que pueden utilizarse como forma farmacéutica. Si bien no son tan populares
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los granulados como forma farmacéutica, por lo general, son un producto intermedio
para la fabricacién de tabletas o cdpsulas (Ansel, Popovich y Allen, 1989) y de ahi que
su uso en la industria farmacéutica es intensivo y que su estudio siga siendo pertinente
y relevante.

La granulacién hiimeda de polvos es la ampliacién del tamafio de las particulas a
través de un proceso mediante el cual éstas se aglomeran, se compactan o se unen en
estructuras mds grandes y relativamente permanentes, pero en las que ain se pueden
distinguir las particulas originales. La tecnologia de granulacién y los procesos de
ampliacién de tamafio han sido utilizados por una amplia gama de industrias. El
proceso de fabricacién de granulados consiste en una serie de operaciones sobre los
ingredientes sélidos que componen la férmula, entre los que se incluyen al menos
un ingrediente activo y un aglutinante, y frecuentemente otros excipientes como
diluentes, adyuvantes de flujo, surfactantes, agentes humectantes, lubricantes,
edulcorantes o colorantes son empleados en la fé6rmula.

Los granulados farmacéuticos tienen habitualmente un intervalo de tamafio de
0.2 a4 mm, dependiendo de su uso final y via de administracién. Los granulados que
se usan para comprimir tabletas o llenar cdpsulas suelen tener un tamafo entre 0.2 y
0.5 mm (Mehta, Rekhi y Parikh, 2005; Ramos y Baltazar, 2009).

Existen varias razones por las cuales es necesario efectuar una granulacién, de
las mds importantes son prevenir la segregacién de los componentes de la mezcla
de polvos, uniformar el contenido del principio activo (pa) en la mezcla (especialmente
en dosis bajas), mejorar el flujo, incrementar la compresibilidad de la mezcla, aumentar
la densidad de un polvo o modificar la liberacién.

La operacién de granulacién comienza después de una mezcla inicial en seco
de los componentes en polvo, para conseguir una distribucién uniforme de cada
ingrediente en la mezcla. Existen dos grandes vias para la fabricacién de granulados:
la seca y la himeda. La primera se basa en adicionar un agente aglutinante a la mezcla
y someterla después a una fuerza de compactacién, que generalmente es llevada a
cabo en un equipo de compactacién por rodillos. Al término de esta operacidn, se
debe uniformar el tamafo de las particulas, para lo cual se emplea algin método de
molturacién (molienda o tamizado).

La segunda, llamada granulacién por via hdmeda, es uno de los métodos
mds utilizados en la industria farmacéutica como etapa previa a la fabricacién de
comprimidos y el llenado de cdpsulas, y es en esta operacién unitaria en la que
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centramos este trabajo. La operacién se basa en la humectacién de la mezcla de
polvos, en la cual puede incluirse el agente aglutinante, pero con mds frecuencia éste
se disuelve o se dispersa en el liquido utilizado que puede ser agua o una mezcla
de ésta con algtin disolvente orgdnico; en seguida se humecta la mezcla de polvos
por aspersién del liquido aglutinante en un mezclador con agitacién. La adicién del
aglutinante provoca la unién de las particulas en grdnulos. Si el equipo no es de alto
corte, los granulos himedos pueden hacerse pasar con presién a través de un tamiz
con una determinada apertura de malla. Este proceso de granulacién requiere de un
paso adicional que es el secado del producto, en el cual debe controlarse la humedad
residual del granulado. Finalmente, el granulado obtenido se seca y puede volver a
tamizarse para homogeneizar el tamafo de las particulas.

La etapa final suele consistir en la adicién de los lubricantes (y en ocasiones se
mezcla con otros excipientes extra-granulares) para facilitar el flujo del polvo durante
el proceso de compactacién del comprimido o el llenado de la cdpsula (Aulton, 2004).

El granulador de alto corte (GaC) (figuras lay 1b) es un equipo relativamente nuevo
que es rdpido y eficaz para realizar la mezcla y granulacién de polvos farmacéuticos.
El recipiente contiene tres paletas adosadas que se mueven sobre un eje central en el
plano horizontal y una cuchilla, sistema de cuchillas o chopper que giran en el plano
vertical. Los componentes del granulado se mezclan primeramente por el giro de las
paletas; luego se anade el liquido de granulacién que se mezcla con el polvo gracias
al movimiento de las paletas. Una vez que la masa estd bien humectada, se activa el
sistema de cuchillas, cuyo objeto es romper la pasta para producir el granulado.

Figuras 1la y 1b. Granulador de alto corte (high shear)

Elaboracién propia.
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El proceso de GAC requiere un aglutinante mds fluido en comparacién con una
granulacién efectuada en equipos de baja cizalla o de lecho fluido, resultando en un
tiempo de secado mds largo pero también en un material mds cohesivo.

Los excipientes aglutinantes son agentes utilizados para impartir cualidades
cohesivas a los materiales en polvo; particularmente otorgan a las férmulas de
comprimidos una cohesividad que asegura que éstos permanezcan intactos después
de la compresién. También mejoran las cualidades de libre flujo para los granulados,
confiriéndoles la dureza, el tamafio y la forma deseados. Los materiales mds
comunmente utilizados como aglutinantes son los polimeros naturales y sintéticos.
Los primeros incluyen al almidén de maiz, gelatina y azdcares (como la sacarosa, la
glucosa, la dextrosa y la lactosa). Los segundos, incluyen a la polivinilpirrolidona
(PVD), la metilcelulosa (MC), la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y la hidro-
xopropilcelulosa (HPC) y las gomas naturales incluyen, goma ardbiga, alginato de
sodio, musgo de Irlanda, goma panward, goma ghatti y veegum. Otros agentes que
pueden considerarse aglutinantes en ciertas circunstancias son el polietilenglicol
(PEG), la etilcelulosa (EC), las ceras, el agua y el alcohol.

La cantidad de aglutinante utilizado tiene considerable influencia sobre las
caracteristicas de los comprimidos compactados. Una cantidad muy grande de
aglutinante puede producir un comprimido duro que no puede desintegrarse

ficilmente y es capaz de causar un desgaste excesivo de los punzones y las matrices

(Koo, 2017).

Caracterizacién de los granulados

Existen diversas herramientas para la caracterizacién de los granulados; un método
para determinar el flujo del material en funcién de los efectos cohesivos y de la
friccién de las particulas es mediante el uso de una celda de corte. La configuracién
de celda mds popular es la propuesta por Jenike; en ésta se carga un polvo y luego se
comprime girando la tapa de la celda. El nimero de giros necesarios para cargar el
polvo hasta el punto en el que la resistencia al corte (medida como la tensién aplicada
al anillo alrededor del lecho) es constante. Esta fase de la prueba se conoce como
“consolidacién por corte”. Se reduce la carga y se registra la resistencia al corte. Se
obtiene un “locus de rendimiento” de este esfuerzo cortante frente a la carga reducida
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y se utiliza para calcular varios pardmetros relacionados con el flujo, como el indice de
flujo, la densidad aparente y el dngulo de reposo (Mehta et al., 2005).

Una ventaja significativa de la metodologia de la celda de corte es un mayor grado
de control experimental y repetitividad, frente a las pruebas farmacopeicas de indice
de compresibilidad y velocidad de flujo. Las numerosas configuraciones existentes de
celdas de corte y de métodos de ensayo proporcionan una gran cantidad de datos que
pueden ser utilizados de manera eficaz para caracterizar el flujo de polvo. También
son tiles en el disefio de equipos tales como tolvas y silos (Lozano, Cérdoba y
Cérdoba, 2012).

Otras pruebas que cada vez tienen mayor impacto en la caracterizacién de
granulados, aunque no se incluyen en las monografias farmacopeicas de las materias
primas para la fabricacién de medicamentos, son la distribucién de tamafo de
particula (DTP) y la morfologfa. Para ambas pruebas es recomendable utilizar técnicas
modernas, como el andlisis computarizado de imagen, que incluye un software en el
que se pueden obtener detalles sobre la DTP (graficindola por ndmero y por volumen),
y la morfologfa. En la DTP por didmetro se considera la distribucién basada en el
didmetro de un circulo con la misma drea que la imagen proyectada por la particula.
En el rubro de morfologfa, pueden estudiarse caracteristicas relacionadas a la forma,
como es la circularidad (o medida del grado de similaridad con un circulo, siendo
1 el valor correspondiente a la forma completamente circular). En otras palabras,
la circularidad es una buena medida de lo que podria describirse como desviacién
de un circulo perfecto. Adicionalmente, el andlisis computarizado de imagen puede
distinguir entre circularidad 10, circularidad 50, circularidad 90 y circularidad
promedio, las cuales corresponden a la circularidad medida en cada percentil
poblacional; por ejemplo, la circularidad 90 es el valor de circularidad por debajo del
cual se encuentra el 90% de la muestra de particulas analizada.

La convexidad es una medida de la rugosidad de la superficie de una particula.
Una forma suave tiene una convexidad de 1, mientras que un objeto muy puntiagudo
o irregular tiene una convexidad mds cercana a 0 (Malvern, 2015). La figura 2 muestra
un equipo Morphologi G3 de Malvern-Panalytical utilizado para estos fines.
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Figura 2. Equipo Morphologi G3

Elaboracién propia

Otro de los pardmetros reolégicos que son de interés para caracterizar polvos y
granulados farmacéuticos es la compactacién, que consiste en procesos simultdneos
de compresién y consolidacién de un sistema de dos fases (particulas sélidas-gas)
debido a la aplicacién de una fuerza. Las propiedades de compactacién de los polvos
farmacéuticos se caracterizan a través de su compresibilidad y su compactabilidad.
La compresibilidad es la capacidad de los polvos para deformarse o disminuir su
volumen cuando se someten a una presién. La compactabilidad se define como
la capacidad de un material para formar aglomerados coherentes o compactos
mecdnicamente fuertes después de su compresién. Sin embargo, para fines pricticos,
se entiende como la capacidad de un polvo para ser transformado en un comprimido
de una resistencia especifica. La compactabilidad se expresa como la pendiente de
una curva de resistencia a la tensién o de resistencia a la ruptura contra la presién
de compactacién (perfil de compactabilidad) (Samayoa Sandoval y Villafuerte
Robles, 2013).
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MEeTODOLOGIA

El presente estudio evalda la influencia sobre los productos intermedio y final
(granulados y tabletas) al utilizar seis diferentes agentes aglutinantes y tres velocida-
des de agitacidn, en el equipo GAC. Para la realizacién de las pruebas se planteé un
disefio experimental (DE) factorial completo multifactorial multinivel, cuyos resultados
se evaluaron estadisticamente con un andlisis de varianza (ANOVA) en un paquete
Statgraphics Centurion x1v. El DE da como resultado un total de 18 combinaciones
(pruebas), en las condiciones siguientes:

A. Velocidades de agitacién de las aspas, que son el mecanismo principal de
mezclado, y del cortador o chopper, cuya funcién es eliminar los aglomerados
formados. Las configuraciones del equipo fueron las siguientes (tres niveles:
alta, media, baja).

a. Alta = 1000 rpm aspas/2500 chopper
b. Media = 750 rpm aspas/2000 chopper
c. Baja = 500 rpm aspas/1500 chopper

Se eligieron dos tipos de aglutinantes mds comunes en la industria farmacéutica:
la polivinilpirrolidona (PVP) en sus grados K30 y K90, con menor y mayor poder
aglutinante, respectivamente. También, se eligieron una hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) de tipo quimico 2910 y una Hidroxipropilcelulosa (HPC) de bajas
viscosidades (15 cps y 4.5 cps, respectivamente); los derivados de celulosa son
comtnmente utilizados para granular y son una alternativa confiable de las PVP.
Ademds, se eligié un coprocesado de almidén de maiz, que es una variante del
almidén nativo que tiene poco mds de una década en el mercado y cuya ventaja
es ser diluente, aglutinante, desintegrante y autolubricante en un solo producto; es
decir, es multifucional. Por dltimo, se consideré en el estudio el maltitol, un poliol
utilizado como aglutinante, diluente y edulcorante en la formulacién de tabletas oro-
dispersables y masticables, para explorar este tipo de materiales utilizados en esos Mso.

1. PVP K30 (Kollidon, Basf).

2. PVP K90 (Kollidon, Basf).

3. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 60-HD-15 (SheffCel, Kerry).

4. Almidén de maiz parcialmente pregelatinizado (Starch 1500, Colorcon).
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5. Hidroxipropilcelulosa (HPC) SL-FP (Nisso).
6. Maltitol (SweatPearl, Roquette).

Todos los liquidos aglutinantes se disefiaron a una concentracién del 10% en solu-
q g

cién acuosa, y en una proporcién del 2% en la mezcla para comprimir. La tabla

1 muestra las corridas experimentales con estos materiales y las condiciones

experimentales empleadas.

Tabla 1. Combinacién de niveles del disefio de experimento

# Experimento Aglutinante Velocidad Codificacion
1 HPMC 60-HD-15 Baja HPMC-B
2 PVP K90 Media K90-M
3 PVP K30 Media K30-M
4 HPMC 60-HD-15 Media HPMC-M
5 HPMC 60-HD-15 Alta HPMC-A
6 PVP K90 Baja K90-B
7 HPC SL-FP Alta HPC-A
8 Starch 1500 Baja ST-B
9 HPC SL-FP Baja HPC-B

10 Starch 1500 Alta ST-A

11 Maltitol Alta MT-A
12 PVP K30 Alta K30-A
13 Maltitol Media MT-M
14 Maltitol Baja MT-B
15 HPC SL-FP Media HPC-M
16 PVP K90 Alta K90-A
17 PVP K30 Baja K30-B
18 Starch 1500 Media ST-M

Elaboracién propia

Hipétesis del diseno experimental

Hl= en la granulacién de las formulaciones de valproato de magnesio se

encontrardn diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas en la fabricacién de las

combinaciones de aglutinante y velocidad de agitacién, que mejoren las caracterfs-

ticas reoldgicas.
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Ho= en la granulacién de las formulaciones de valproato de magnesio no se
encontrardn diferencias en las combinaciones de aglutinante y velocidad que mejoren

las caracteristicas reoldgicas.

La férmula modelo empleada se eligié tomando como base una dosis por tableta del
valproato de magnesio de 200 mg y un peso final de 350 mg. Se escogieron como
diluentes dos materiales de primera eleccién para las granulaciones por via himeda:
la lactosa monohidratada y la celulosa microcristalina. Asimismo, se adicionaron un
desintegrante (dado que la tableta es de liberacién inmediata) y un lubricante a la
férmula para cuidar el estado de los punzones y matrices. La tabla 2 muestra las
cantidades de materias primas empleadas en cada lote del estudio.

Tabla 2. Férmula modelo

Férmula por rableta: mg por tableta % g para 1 lote de
250¢

Valproato de magnesio (Signa) 200 57.14 142.80
Lactosa monohidratada (Granulac 200/Meggle) 69 19.71 49.30
Celulosa microcristalina (Avicel PH 101, FMC) 60.5 17.28 43.20
Aglutinante (6 diferentes, segtin Disefio de Experimentos) 7 2.00 5.00
Croscarmelosa de sodio (Vivasol GF/JRS Pharma) 10 2.85 7.20
Estearato de Mg* 3.5 1.00 2.50
Agua cbp - 70 ml

Total 350 mg 100 250

* Se adiciona de manera extragranular.

Elaboracién propia.
Fabricacién del granulado

Se fabricaron 18 lotes de 250 g cada uno, segin el disefio experimental, granuld-
ndolos en el GAC con un mezclador de capacidad de 2 I. Previo al proceso de
humectacién-granulacién, se realizé una mezcla en seco de los componentes a 100
rpm por 2 minutos. Las soluciones aglutinantes fueron dosificadas durante el proceso
utilizando la pistola de aspersién acoplada al GAC a una presién de 2 bar y alimentada
por una bomba peristdltica Longer modelo Precise BT100-2] a una velocidad de
flujo de 10 ml/min. La solucién aglutinante fue preparada con agua destilada en
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un volumen de 50 ml. Otros 20 ml de agua se adicionaron en tres partes durante el
proceso de granulacién, segtin se muestra en el diagrama 1. Se realizé la granulacién
a la velocidad indicada para cada condicién. Al final del proceso de granulacién el
producto se hizo pasar por una malla USA no. 20. El granulado obtenido se secé en
dos charolas de 40 cm x 30 cm a 60 °C durante 90 minutos, registrando la curva de

secado, indicada mds adelante.

Figura 3. Diagrama general del proceso de granulacién

Elaboracién propia.

La determinacién de humedad se realizé de acuerdo al método MGA 0671 para
pérdida por secado de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM). La
pérdida por secado es la cantidad de materia voldtil, en este caso agua, que contiene
una muestra de polvo (Secretarfa de Salud, 2014). Se utilizaron muestras de granu-
lado de 5 g en una termobalanza Ohaus MB45 en corridas de 60 °C x 10
minutos tomadas a los 30, 60 y 90 minutos, intentando obtener un valor cercano
al calculado para la mezcla seca, segtin las humedades reportadas para los componen-
tes individuales.

Se realizé la determinacién de densidad aparente y flujo utilizando el equipo
Powder Flow Tester de Brookfield, el cual tiene como principio el uso de una celda
de corte, que mide las fuerzas de corte y de consolidacién, con la finalidad de
proporcionar informacién del flujo y densidad del polvo en cuestién. Esta prueba se
llevo a cabo con los ganulados obtenidos, asi como con el principio activo y la mezcla
de principio activo y excipientes sin granular.

Se evaluaron la distribucién de tamano de particula (DTP) y la morfologfa de
los granulados por el método de andlisis computarizado de imagen en un equipo
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Morphologi G3 de Malvern, con el objeto de comparar las distribuciones y formas
entre lotes de cada uno de los granulados. El andlisis se realizé6 tomando una muestra
de 60 mg para cada determinacién, la cual se dispersé bajo una presién de 4 bar
sobre la platina del equipo. Se realizé el escaneo sobre una superficie de 30 mm de
didmetro (706 mm?) y con un objetivo de 10X (3.5 pm-210 pm) en un tiempo
aproximado por corrida de 99 minutos. Los criterios de clasificacién se fijaron en
9 categorfas: 1-5 micras, 5-10 micras, 10-20 micras, 20-30 micras, 30-40 micras,
40-50 micras, 50-100 micras, 100-200 micras, mayor a 200 micras. Se evaluaron
los pardmetros de conteo de particulas, didmetro promedio, circularidad promedio
y circularidad 90.

Una vez obtenidos los granulados, se realizé la compresién de los mismos en
una prensa hidrdulica Carver con un punzén redondo de 10 mm de didmetro
a una presién de 1000 Ib-f para obtener las tabletas, y se determiné el perfil de
compactabilidad de los granulados mediante un durémetro Erweka semiautomdtico.
Es decir, se elaboraron tres tabletas con cada lote de granulado fabricado utilizando
cinco fuerzas de compactacién diferentes con la finalidad de elaborar el respectivo
perfil de compactacién de manera grifica, de dureza vs. fuerza de compresién.

Se llevaron a cabo las determinaciones de la prueba farmacopeica de MGA 0261,
que se basa en el tiempo requerido por una forma farmacéutica sélida para desintegrarse
en un fluido de prueba en un tiempo determinado y bajo condiciones de operacién
preestablecidas. Este ensayo aplica a cdpsulas y tabletas con o sin recubrimiento,
asf como a granulados efervescentes y tabletas efervescentes. La desintegracién no
implica la solubilizacién total de la tableta; la desintegracién completa se define
como la condicién en la que quedan sobre la malla del aparato fragmentos insolubles
de la tableta.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacién de la humedad del granulado
Los resultados de la prueba de humedad inicial (antes de la humectacién) y la cinética

de secado tras la humectacién muestran que, en el tiempo igual a 30 minutos, existen
diferencias en el valor de humedad de hasta 6 puntos en la escala de porcentaje, pero
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al tiempo final del secado (90 minutos) las diferencias son menores. La tabla 3 da
los resultados individuales para la prueba de humedad de los granulados. La figura 4
muestra la curva de secado o comportamiento de la humedad con respecto al tiempo,
para todos los granulados.

Tabla 3. Resultados de la prueba de humedad

Codificacion ~ Humedad inicial ~ Humedad después de Tiempo (minutos)

la granulacién 30 60 90
HPMC-B 0.93 % 12.43 % 9.28 % 3.49 % 1.01 %
K90-M 0.70 % 10.83 % 6.05 % 4.54 % 0.45 %
K30-M 0.79 % 8.85 % 4.20 % 1.90 % 0.62 %
HPMC-M 0.98 % 10.34 % 2.72 % 0.68 % NR
HPMC-A 0.88 % 8.22 % 2.58 % 0.87 % NR
K90-B 0.86 % 9.24 % 6.48 % 1.50 % 0.75 %
HPC-A 1.69 % 9.73 % 5.00 % 0.84 % 0.39 %
ST-B 0.82 % 11.37 % 6.09 % 2.05 % 0.39 %
HPC-B 0.84 % 9.91 % 7.31 % 1.42 % 0.98 %
ST-A 0.81 % 11.36 % 7.10 % 1.75 % 0.29 %
MT-A 1.69 % 10.36 % 3.72% 0.90 % 0.14 %
K30-A 0.87 % 9.09 % 5.06 % 1.07 % 0.36 %
MT-M 0.89 % 12.30 % 9.02 % 5.88 % 213 % >
MT-B 1.45 % 8.23 % 4.30 % 2.13% 0.78 %
HPC-M 0.89 % 9.86 % 5.18 % 0.70 % 0.32 %
K90-A 0.78 % 8.12 % 4.18 % 0.93 % 0.28 %
K30-B 0.75 % 9.65 % 7.35% 1.96 % 0.22 %
ST-M 1.58 % 11.10 % 7.73 % 1.67 % 0.50 %

NR: prueba no realizada debido a que en el minuto 60 se detuvo el secado, por haber llegado la humedad al valor
tedrico de la mezcla seca (antes de la humectacién). *Para esta prueba el valor de la humedad inicial (humedad
blanco) se alcanzé hasta los 120 minutos con 0.74 %

Elaboracién propia.
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Figura 4. Cinética de humedad
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Elaboracién propia.
Evaluacién de la funcién de flujo

El indice de flujo medido en el equipo PFT representa la pendiente de la recta entre
la fuerza de falla sin confinamiento versus el estrés de consolidacién principal. La
figura 5 muestra la funcién de flujo de los 18 lotes fabricados, en la cual puede
verse que todos los granulados estdn ubicados en la porcién baja del 4rea del gréfico,
zona que el software del equipo clasifica como de libre flujo y ficil flujo, lo que nos
indica que no son materiales cohesivos y que todos, con excepcién del maltitol granu-
lado en condicién de velocidad baja, tienen un flujo considerado de libre flujo o un
valor cercano a él. En la prueba de flujo para el principio activo sélo y para la mezcla
seca de éste con los excipientes (es decir, sin granular), se observé que las curvas resul-
tantes se encuentran en la zona de polvo muy cohesivo en la grifica de funcién de

flujo de polvos.
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Figura 5. Funcién de flujo de los lotes
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Elaboracién propia.

Las curvas punteadas delimitan las dreas en las que se clasifica el material como muy
cohesivo, cohesivo, ficil flujo y de libre flujo (Brookfield, s/a).

Estos hallazgos concuerdan con los resultados del ANOVA efectuado para el
factor tipo de aglutinante, en el que existen diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.0184) para el maltitol en la prueba de indice de flujo. Al comparar los valores
medios obtenidos para los seis tipos de aglutinante, se determiné que si hay diferen-
cias significativas entre las medias del maltitol con respecto a todos los demds
aglutinantes, como se observa en la figura 6.

323



Figura 6. Comparacién de medias del indice de flujo por tipo de aglutinante
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HPC: hidroxipropilcelulosa; HPMC: hidroxipropilmetilcelulosa; K30: polivinilpirrolidona K30; K90: polivinil-
pirrolidona K90; MT: maltitol; ST: almidén de maiz parcialmente pregelatinizado.

Elaboracién propia.

Evaluacién de la densidad aparente de los granulados

Se encontré que la velocidad de agitacién es el factor que influye mds en la densidad
aparente. La figura 7 muestra los valores de densidad aparente para cada prueba
realizada, agrupados por tipo de aglutinante y por velocidad. En ella se observa una
tendencia directamente proporcional al aumento de la densidad aparente conforme
se incrementa la velocidad de agitacién en cada uno de los aglutinantes, excepto para
el de maltitol. La figura 8 corresponde al diagrama de pareto estandarizado para la
densidad aparente de los granulados obtenido del andlisis factorial. En ésta puede
verse que el efecto de la velocidad de agitacién es el tnico factor determinante en la
densidad aparente de los granulados.
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Figura 7. Densidad aparente de los granulados

Elaboracién propia.

Figura 8. Diagrama de Pareto estandarizado para la densidad aparente de los granulados

Elaboracién propia.
Evaluacién de la DTP y morfologia de los granulados

En la tabla 4 se muestran los resultados de circularidad promedio por lote de
granulado. La informacién se agrupa en cada tipo de aglutinante segin la velocidad
de granulacién, de mayor a menor. Como puede verse, la mayor cantidad de particu-
las se encuentra en los granulados manufacturados con el aglutinante maltitol, lo cual
puede deberse a que las muestras se tomaron por masa (variando el volumen) y, dado

que existe variacién en las densidades de cada granulado, el conteo de particulas no es
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similar. Aunque los valores de didmetro promedio de las particulas van desde los 9.63
hasta los 25.3 micrémetros, en esta variacién no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre tipos de aglutinantes con un valor p = 0.3071.

Tabla 4. Conteo de particulas escaneadas por lote y sus propiedades promedio

Codificacién Nrtimero de particulas  Didmetro promedio (um)  Circularidad promedio
evaluadas (n)

HPMC-A 104,871 17.05 0.718
HPMC-M 47,504 17.82 0.726
HPMC-B 50,388 11.61 0.726
K90-A 49,809 9.63 0.734
K90-M 131,724 10.44 0.713
K90-B 96,155 17.62 0.721
HPC-A 71,419 14.25 0.747
HPC-M 78,768 17.26 0.737
HPC-B 45,691 25.3 0.730
ST-A 72,465 13.49 0.744
ST-M 126,483 15.04 0.683
ST-B 76,541 9.68 0.752
K30-A 80,030 12.19 0.741
K30-M 160,404 16.98 0.718
K30-B 160,304 15.11 0.688
MT-A 122,392 19.33 0.740
MT-M 76,739 20.23 0.716
MT-B 373,879 13.72 0.691

Elaboracién propia.

Las figuras 9a y 9b comparan las curvas de DTP, mostrando las distribuciones tanto
por nimero (6a) como por volumen (6b). En ambos casos en el ¢je de las abscisas se
indica el tamafo de particula en micrémetros y en el eje de las ordenadas se muestra

la frecuencia expresada en porcentaje para cada intervalo de tamafios de particula.
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Figura 9a. Distribucién de tamafio de particula por niimero (%)
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Elaboracién propia.

Figura 9b. Distribucién de tamafio de particula por volumen (%)
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Elaboracién propia.

Se observaron porcentajes de finos (particulas de 1 a 5 micrémetros) entre el 30 y
el 70% para todos los lotes evaluados en la prueba de DTP por niimero; también en
todos los lotes el porcentaje de particulas mayores a 200 micrémetros es menor del
2% (grdfica 9a). Sin embargo, en la gréfica de DTP evaluada por volumen, los finos
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ocupan espacios muy pequenos (casi despreciables) y los gruesos ocupan voltiimenes
sustanciales, como se puede ver en la grdfica 9b.

Los valores de circularidad promedio obtenidos estdn cerca del 0.7 para todos los
lotes. El diagrama de Pareto estandarizado para la prueba de circularidad promedio,
muestra que el aglutinante es el tnico factor que es determinante para esta variable

de respuesta.

Figura 10. Diagrama de Pareto estandarizado para la variable de respuesta

circularidad promedio de los granulados

Elaboracién propia.

Para conocer mds a fondo el efecto del aglutinante, se realiz6 un ANOVA de un
factor para cada aglutinante, ignorando la velocidad de granulado (es decir,
tomando como repeticiones las tres velocidades de agitacién), para las respuestas
didmetro promedio, didmetro 90, circularidad promedio, circularidad 90, tiempo
de desintegracién y dureza. De todos estos andlisis, solamente para la respuesta de
circularidad del percentil 90 se observaron diferencias significativas entre las medias,
como se muestra en la figura 11. Las diferencias se manifestaron para los aglutinantes

PVP K90 y almidén de maiz parcialmente pregelatinizado.
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Figura 11. Comparacién de medias de circularidad 90 por tipo de aglutinante

Elaboracién propia.
Adicionalmente para las variables de didmetro promedio y circularidad se obtuvo el

gréfico de dendrograma; este diagrama de drbol muestra los grupos que se forman al

crear conglomerados entre pruebas y sus niveles de similitud.

Figura 12. Dendrograma del didmetro promedio de los granulados

Elaboracién propia.
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Figura 13. Dendrograma de circularidad

Elaboracién propia.

Evaluacion de las tabletas

En la tabla 5 y la figura 14 se muestran, para cada lote evaluado, los resultados de
la resistencia a la tensién, calculados a partir de la relacién entre la dureza y el 4rea
de las tabletas obtenidos a diferentes fuerzas de compresién, con tabletas redondas,
planas, de 10 mm de didmetro. La figura 15 muestra las curvas de compactabi-
lidad linealizadas calculadas a partir del logaritmo de la fuerza tensil contra la densidad
relativa de las tabletas, la cual se calculé a su vez a partir de la densidad de estas
obtenida a cada presién de compactacién dividida por la densidad de las materias
primas (Samayoa Sandoval y Villafuerte Robles, 2013).
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Tabla 5. Resultados del petfil de compactabilidad para tabletas de las 18 pruebas

Fuerza de compresion (MPa)

Prueba
28 113 198 283 368
K90-B 106.93 193.36 210.89 211.71 205.47
K90-M 83.28 182.82 196.08 199.43 215.60
K90-A 56.84 133.98 146.13 153.09 162.56
ST-B 101.10 163.64 213.72 217.62 210.85
ST-M 68.36 148.71 173.15 165.46 186.01
ST-A gg\ 45.45 138.04 169.08 169.08 175.44
K30-B Z 124.92 194.75 207.94 220.12 214.27
K30-M % 72.26 176.71 203.53 191.49 205.25
K30-A 7§ 34.36 93.02 123.22 154.58 119.47
HPC-B i“; 98.96 185.16 211.26 212.00 201.88
HPC-M = 76.16 168.50 175.84 183.03 193.98
HPC-A % 47.07 136.37 171.63 190.36 167.63
HPMC-B Ej 50.27 121.26 150.24 164.27 150.02
HPMC-M 70.64 140.53 148.80 147.42 141.69
HPMC-A 46.83 121.06 133.39 151.76 148.36
MT-B 111.97 203.02 208.19 196.14 220.52
MT-M 112.06 170.40 209.01 202.35 194.64
MT-A 103.16 168.87 179.34 170.46 192.80

Elaboracién propia.
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Evaluacién del efecto del aglutinante y la velocidad...Diego Gorostieta Herndndez et al.,

Figura 14. Curvas de compactabilidad para tabletas de los granulados de los 18 lotes fabricados
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Elaboracién propia.

Figura 15. Curvas de compactabilidad linealizadas para tabletas
de los granulados de los 18 lotes fabricados
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Elaboracién propia.
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Con respecto a los resultados de la prueba de desintegracién de tabletas, la tabla
6 muestra los tiempos de desintegracién de los comprimidos fabricados con cada
granulado y la figura 16 compara las medias por tipo de aglutinante. El ANOVA
muestra que existen diferencias significativas en las medias de los tiempos para los

aglutinantes HPMC y PVP K90 con respecto a los demds.

Tabla 6. Tiempos de desintegracién de tabletas

Aglutinante Tiemlpro de z{exinte—
gracién (minutos)
HPMC-B 21.4
HPMC-M 24.3
HPMC-A 14.7
K30-B 14.7
K30-M 15.8
K30-A 15.0
K90-B 16.2
K90-M 20.8
K90-A 19.1
HPC-B 18.0
HPC-M 15.6
HPC-A 16.7
ST-B 17.8
ST-M 15.1
ST-A 15.3
MT-B 14.1
MT-M 15.6
MT-A 14.2

Elaboracién propia.

333



Figura 16. Comparacién de medias del tiempo de desintegracién por tipo de aglutinante.
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Elaboracién propia.

Los resultados de humedad indican que, a pesar de agregar la misma cantidad de agua
a todos los lotes, la humedad inicial varfa sustancialmente (del 8% a poco mds del
12%), lo que podria deberse a la actividad de agua (entendida como el cociente entre
la presién de vapor del material cuando se alcanza un balance con el aire circundante,
y la presién de vapor del agua destilada en idénticas circunstancias) (Food and Drug
Administration, 2015) de cada uno de los excipientes aglutinantes. Los valores de
humedad residual muestran que en todos los casos es posible llegar a una hume-
dad final menor al 2%, con excepcién del aglutinante maltitol a velocidad media.
Entre un mismo aglutinante, las dindmicas de secado que menos varian son las del
Starch 1500 en todas las velocidades de agitacidn, seguidas de los lotes fabricados con
HPC; las que mds variaciones presentan, especialmente en el primer tercio del tiempo
de secado, son el HPMC y el maltitol. Estas consideraciones pueden resultar ttiles
para calcular eficiencias de secado en términos del consumo de energfa requerido para
cumplir con una especificacién de humedad.

Sobre la evaluacién del flujo de los granulados, se observé que todos los lotes
fabricados se encuentran entre las zonas de fécil flujo y libre flujo indicadas segtin
el software del PFT, por lo que tienen un flujo aceptable desde el punto de vista
del desempefio farmacotécnico y por lo tanto son aptos para comprimir tabletas o
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llenar cdpsulas. Esta poca variacién muestra que el GAC es un equipo robusto para
la respuesta de salida de flujo, en tanto, soporta cambios tanto en la formulacién
como en las condiciones de proceso y que en todas las condiciones se cumple el
objetivo de mejorar el flujo de los s6lidos multiparticulados, a través de la operacién
de granulacién a alta velocidad. El ANOVA realizado para la variable del indice de
flujo revela que el flujo del granulado fabricado con el aglutinante maltitol es distinto
al obtenido por todos los demds aglutinantes. Esto es un resultado comprensible,
dado que el maltitol no se elige en términos de su capacidad de flujo, sino su seleccién
como excipiente se debe a la via de administracién del medicamento, que suele ser
masticable u oro-dispersable. Sin embargo, los datos ayudan a tener en cuenta que,
en la fabricacién de tabletas con maltitol deberd cuidarse el flujo del polvo o granulado
con mayor atencién. Por otro lado, se observé que las lineas de indice de flujo para el
valproato de magnesio y la mezcla en seco de éste con excipientes, se comportan de
manera similar, ubicdndose en la zona de polvo muy cohesivo; este resultado refuerza
la efectividad de granular este principio activo.

En cuanto a la determinacién de densidad aparente, se encontré que la velocidad
de agitacidn es el factor que mds influye en ella. Si bien, en el indice de flujo no se
encontraron diferencias debidas a la velocidad de agitacidn, si las hubo para la densidad
aparente, como se observa en la gréfica 4, en la que se nota una clara tendencia en
el aumento de la densidad con el aumento de velocidad; siendo el maltitol el tinico
aglutinante para el que esto no se cumple. Ello soporta la idea de que las condiciones
de proceso impactarfan en operaciones unitarias clave como el llenado de cdpsulas o
el llenado de las matrices en la tableteadora.

El dendrograma de didmetro nos muestra que existen diferencias entre tres grupos
de pruebas agrupadas por similitud, la mayor diferencia estd en las pruebas realizadas
con los aglutinantes almidén de maiz parcialmente pregelatinizado a velocidad
media y la PVP K90 a velocidad alta. El dendrograma de circularidad nos muestra
dos agrupaciones principales donde el mds pequefio agrupa las pruebas hechas
con maltitol a velocidad baja, la PVP K30 a velocidad baja y el almidén de maiz
parcialmente pregelatinizado a velocidad media, siendo este dltimo en coincidencia
en el dendrograma de didmetro promedio.

En el andlisis automatizado de la morfologia de los granulados, se encontré que
existe variacién significativa entre el tamafio promedio de particula, lo que sugiere
que hay un impacto importante en la DTP por accién tanto del aglutinante como de
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las condiciones de proceso. La tendencia en el comportamiento de los aglutinantes ante
las variaciones en la velocidad de agitacién es distinta para cada caso. Los materiales
en los que se obtiene una relacién inversamente proporcional entre el tamafio de
particula y la velocidad de agitacién son el HPC y ambas PVP. En cambio, esto no
se encontré para el maltitol o el almidén de maiz, lo que puede explicarse por los
distintos mecanismos de formacién del granulado (coalescencia, rotura y adhesién o
transferencia por erosién) que son favorecidos con cada polimero (Mehta et al., 2005).
Asimismo, se observaron porcentajes elevados de finos (1 a 5 micrémetros) para todos
los lotes evaluados en la medicién de la DTP por ndmero. El efecto contrario se vio en
la DTP por volumen. Esto se explica porque en la primera se privilegia precisamente el
conteo de particulas y no el volumen que éstas ocupan, mientras que en el segundo
caso lo que se resalta es el espacio que ocupa cada intervalo de tamafio elegido.

Respecto a la variable de respuesta de circularidad promedio el andlisis estadistico
del diseno factorial muestra que el aglutinante es el dnico factor que es determinante
para esta variable. Asimismo, el ANOVA unifactorial para la variable de circularidad
90 da diferencias significativas entre las medias de la PVP K90 y el Starch 1500, siendo
similares los efectos entre ellos y diferentes con respecto al resto de los aglutinantes.
Esto indica que existen diferencias en la forma particular de los granulados, y que quizd
convenga estudiar su impacto con mayor detalle en estudios ulteriores, considerando
la convexidad y la disolucién.

Para la prueba de desintegracién de las tabletas, el ANOVA muestra que existen
diferencias en las medias de los tiempos registrados para el HPMC 60 HD15 y la PVP
K90 con respecto a los demds, lo cual refleja un comportamiento similar entre estos
dos aglutinantes.

CONCLUSION

Con los resultados obtenidos se comprueba la hipédtesis alternativa, ya que en la
granulacién de las formulaciones de valproato de magnesio existen diferencias en
las caracteristicas de los granulados. Los pardmetros que estadisticamente se ven mds
afectados con las combinaciones de aglutinante y velocidad son los pardmetros de
densidad y de circularidad. De manera general, se distingue que la densidad aparente
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de los granulados aumenta conforme acrecenta la velocidad, independientemente del
aglutinante. Y la mejor circularidad se favorece a velocidades de agitacién altas.

El indice de flujo del granulado fabricado con maltitol es distinto al obtenido
por todos los demds aglutinantes; lo cual demuestra que este aglutinante tiene un
comportamiento diferente. El maltitol es usado en caso de fabricacién de tabletas
masticables y oro-dispersables, en las que se privilegian las propiedades organolépticas
(como sabor, olor y sensacién en la cavidad bucal) frente a las farmacotécnicas.
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL CONTROL DE LA
LIBERACION DEL VALPROATO DE MAGNESIO EN MATRICES
HIDROFILICAS DE HPC Y HPMC

Wendy C. Sdnchez Brito"

Mariana Ortiz Reynoso'

En los medicamentos sélidos orales (Ms0), el control de la velocidad de liberacién del
firmaco es posible a través del uso de matrices, dentro de las cuales las mds utilizadas
son las hidrofilicas, que se caracterizan por la inclusién de excipientes poliméricos en
la férmula de las tabletas.

En este estudio se compara la liberacién del firmaco valproato de magnesio a partir
de matrices hidrofilicas, empleando dos éteres de celulosa: hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) e hidroxipropilcelulosa (HPC). El proyecto trata de generar informacién
cientifico-tecnoldgica util para las empresas farmacéuticas en el estudio de matrices
de liberacién controlada, ofreciendo una alternativa innovadora al establecer posibles
ventajas tecnoldgicas de la HPC frente a la HPMC.

La disminucién de la frecuencia de dosis (o el ndmero de tomas diarias) es una
ventaja competitiva porque simplifica el tratamiento aumentando las posibilidades
de adherencia terapéutica. Esta mejora en la administraciéon de los principios activos
debido a la formulacién de matrices hidrofilicas también se ve reflejada tanto en
el control de los perfiles de liberacién, como en su idoneidad para la fabricacidn.
En este estudio se prepararon mezclas del principio activo valproato de magnesio
y excipientes, modificando dnicamente el tipo quimico y viscosidad del polimero
modificador de la liberacién del firmaco. Las tabletas se comprimieron en una
tableteadora y se determinaron como variables de salida fuerza de ruptura, friabilidad
y perfil de disolucién de las tabletas.

!'Universidad Auténoma del Estado de México.
" wendy_ceci9@hotmail.com
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas se ha incrementado el interés en el desarrollo de sistemas que
permiten que un firmaco pueda liberarse con una velocidad controlada o bien en una
regién determinada del cuerpo. Hoy en dia son frecuentes los medicamentos sélidos
orales (Mso) que prolongan el efecto de los fdrmacos, para reducir su frecuencia
de dosificacién y aumentar la adherencia terapéutica; modulando la liberacién
del principio activo desde la forma farmacéutica, permitiendo el avance tanto del
conocimiento farmacocinético de medicamentos, como de las investigaciones en
la obtencién de polimeros biocompatibles (Arredondo, 2009; Costa, Arancibia y
Aiache, 2004).

Para el tratamiento de las enfermedades se requieren diferentes clases de firmacos,
los cuales son administrados por distintas vias corporales en funcién a sus propiedades
fisicoquimicas como al sitio de accidn, tipo y duracién del efecto deseado. La via de
administracién oral presenta varias ventajas, entre ellas la comodidad de los pacientes,
por lo que es considerada la primera opcién. Sin embargo, la administracién
oral conlleva algunos inconvenientes frente a las administraciones intravenosa
o intramuscular, como son el menor control de los niveles séricos necesarios del
medicamento y el metabolismo de primer paso del firmaco (que puede inactivar
buena parte del fdirmaco, haciendo necesario un aumento de dosis), lo que en ocasiones
hace poco eficiente el tratamiento. Ademds, la administracién oral puede involucrar
efectos colaterales derivados del paso de los fdrmacos por regiones ajenas al lugar
donde se produce la afeccién. Estos inconvenientes se ven acentuados si el Mso es de
liberacién inmediata, por lo que la liberacién prolongada de los firmacos supone una
ventaja tecnolégica desde el punto de vista farmacéutico.

Asi, la liberacién controlada de las sustancias activas en los humanos se presenta
como una alternativa de solucién a la anterior situacién y por tanto ha concentrado
gran atencién en las dltimas dos décadas, presentdindose como dispositivos que
aportan mejores pautas posoldgicas, mejor perfil farmacocinético e incluso reduccién
de efectos adversos. Si bien se observa una labor investigadora importante desde el
punto de vista tecnolégico, ésta no siempre se corresponde con un avance de relevan-
cia clinica. En la actualidad existen a la venta numerosos medicamentos que emplean
este tipo de sistema, muchos de los cuales emplean tecnologias sofisticadas (de altos

costos) para su elaboracién, dificilmente alcanzables para paises en vias de desarrollo.
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Por este motivo, es de considerable interés el desarrollo de formulaciones
relativamente simples que también sean capaces de lograr una liberacién prolongada
(contienen el férmaco uniformemente distribuido liberdindose de manera gradual),
son muy utilizadas por la facilidad y bajos costos de fabricacién. Las matrices
hidrofilicas, en particular, son ampliamente utilizadas en el mercado farmacéutico
y han probado su efectividad como sistema de liberacién prolongada por varias
décadas. Una de las principales ventajas de estos sistemas es que se puede obtener
mediante tecnologfas convencionales similares a las utilizadas para la produccién de
tabletas de liberacién inmediata, por lo que no suponen una inversién en las dreas o

equipamiento de manufactura.

Sistemas de liberacién modificada

Una forma farmacéutica de liberacién modificada estd definida como una “prepara-
cién en la que la velocidad o el sitio de liberacién del principio activo es distinto
respecto al de la forma farmacéutica convencional, administrada por la misma via”
(Ministerio de Sanidad y Consumo, 2005). Las modificaciones consisten en cambios
en la formulacién y en el método de fabricacién. Al disefiar un sistema terapéutico
de liberacién modificada deben tenerse en cuenta diversos factores como el origen
de la enfermedad, las propiedades del principio activo, el tipo de terapia, la via de
administracién, las propiedades y caracteristicas del material polimérico empleado,
ademds del mecanismo de liberacién del principio activo. La figura 1 clasifica los
diferentes sistemas de liberacién comparando los distintos niveles plasmdticos tras la
administracién de un fdrmaco. Segin la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) las liberacién prolongada es una “condicién en la que la formulacién permite
garantizar una liberacién mds lenta de el o los firmacos por un tiempo determinado”
(Secretarfa de Salud, 2014); es decir, que la liberacién prolongada es un tipo de
liberacién modificada.
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Figura 1. Representacién gréfica de los niveles plasméticos en diferentes sistemas de liberacién

Concentracién
plasmdtica
Rango
terapéutico

Range
subterapéutico

Tiempo

a) Liberacién inmediata, b) liberacién inmediata doble dosis, ¢) Liberacién a velocidad constante,
d) Liberacién repetida, ) Liberacién prolongada y f) Liberacion retardada.
Fuente: Silva, 2012.

Los sistemas matriciales pueden ser considerados en la actualidad como la manera
mds simples y menos costosa de prolongar la liberacién de firmacos. Estos sistemas
retardan y regulan la liberacién del principio activo mediante un proceso que sigue las
leyes de la difusién (Pertuso, Navarro, Cabral, 2007). En estas matrices el principio
activo estd uniformemente distribuido en el seno de un polimero y la liberacién del
firmaco depende en primera instancia del tipo, proporcién, tamafio de particula y
solubilidad del polimero, de la geometria de la matriz y de la solubilidad y tamafno
de particula del fdrmaco, otros factores pueden modificar la liberacién del principio
activo como la forma, el drea superficial del sistema matricial y la presién de compresién
(Costa, Arancibia y Aiache, 2004).

Los fdrmacos solubles son liberados principalmente por difusién, mientras que
los poco solubles prevalece el mecanismo de erosién de la matriz en la liberacién
del fdrmaco.

Tipos de sistemas matriciales de liberacién prolongada

Si bien las matrices hidrofilicas son las mds populares, observando el comportamiento

de las matrices que estdn en contacto con los fluidos biolégicos se distinguen, de
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acuerdo a su composicién (que a su vez rige el mecanismo y la velocidad de liberacién),

tres tipos de matrices: inertes, lipidicas e hidrofilicas, que tienen mecanismos de

liberacién diferentes (Costa, Arancibia y Aiache, 2004; Pertuso, Navarro, Cabral,

2007), que siguen las leyes de la difusién y erosién.

a) Matrices inertes: denominadas comdnmente “matrices pldsticas o insolubles”,
forman una red sélida porosa compuesta de sustancias no téxicas, no digeribles
e insolubles en el tracto gastrointestinal las cuales se eliminan de forma intacta
en heces. El proceso de liberacién de férmaco ocurre por difusién a través de los
poros de la matriz y depende de la concentracién del férmaco, su solubilidad,
los aditivos y la naturaleza de los liquidos de la granulacién empleados en su
elaboracién. Este tipo de matriz se usa esencialmente para las moléculas solubles
(Arredondo, 2009; Pertuso, Navarro y Cabral, 2007).

b) Matrices lipidicas: son a menudo llamadas “matrices insolubles” o “matrices
cerosas” a causa de su apariencia. En este tipo de matrices, el principio activo
se suspende en un excipiente lipidico que estd constituido principalmente por
glicéridos saturados (mono, di y triglicéridos), 4cidos y alcoholes grasos, ésteres
de 4cidos grasos y de alcoholes de bajo peso molecular y por ceras, en el que
queda aprisionado o “incrustado”. Las matrices lipidicas son muy bien toleradas
por el tracto gastrointestinal, ejerciendo una accién protectora frente a firmacos
que producen irritacién de la mucosa gastrointestinal (Costa, Arancibia y Aiache,
2004; Silva, 2012).

¢) Matrices hidrofilicas: se obtienen mezclando el principio activo con polimeros
hidrofilicos. En presencia de medios acuosos presentan una elevada capacidad
gelificante siendo capaces de hincharse, aumentando consideradamente de
volumen. Cuando estas formas farmacéuticas entran en contacto con un medio
acuoso (medio géstrico o intestinal), se produce una hidratacién instanténea de
las moléculas mds superficiales que forman la interfaz sélido-liquido, dando lugar
a la formacién de una capa viscosa. El proceso concluye con una total gelifica-
cién del sistema y con la liberacién del principio activo, ya sea por difusién, por
erosion o por una mezcla de ambos mecanismos (Lastres, 2002; Pertuso, Navarro
y Cabral, 2007). Por ser este el tema principal de este trabajo, a continuacién, se
describe con mayor profundidad este tipo de matrices.
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Matrices poliméricas hidrofilicas

Las matrices poliméricas de liberacién modificada de tipo hidrofilico favorecen la
disminucién de la frecuencia de dosificacién, incrementando la duracién del proceso
de liberacién de firmacos y consiguiendo que el intervalo terapéutico se mantenga
por mds tiempo. La compresién de una mezcla de un firmaco relativamente soluble
con el polimero da lugar a matrices que, en contacto con el medio de disolucién
acuoso, se hidratan e hinchan, dando lugar a la formacién de un gel a través del cual
se difunde el firmaco (Silva, 2012). Como se ha dicho, el amplio uso de los sistemas
matriciales hidrofilicos en la industria farmacéutica (1F) se debe principalmente a que
la tecnologfa involucrada es altamente repetible y de bajo costo, lo que multiplica
sus ventajas a nivel de desarrollo, produccién, adquisicién de insumos y control de
calidad. Las tabletas elaboradas a base de matrices hidrofilicas son ficiles de fabricar,
gracias a los avances en el estudio de los polimeros y en el conocimiento de los factores
que influencian el comportamiento de éstos sistemas, por lo que, desde hace algunos
afios las matrices hidrofilicas son la primera eleccién en la formulacién de mMso de
liberacién prolongada (Swarbrick, 2007).

La liberacién controlada de sustancias activas se basa en la idea de proveer la
cantidad éptima del agente activo, en el momento preciso y en el lugar adecuado
(Nakamatsu, 2002). La figura 2 muestra el proceso de liberacién de los firmacos
desde una matriz hidrofilica. Como puede observarse, el proceso que sufre la matriz
comienza con una etapa de hinchamiento debida a que su composicién quimica suele
ser a base de un polimero hidrofilico. En segunda instancia, el material forma una capa
de gel que de inmediato modifica la liberacién del firmaco. A medida que la matriz
recorre el tracto digestivo, el liquido orgdnico penetra la matriz y el drea de hidratacién
continua aumentando hasta un punto de mdximo hinchamiento, luego del cual el
sistema reduce su tamafio y se erosiona. Finalmente el polimero se disuelve totalmente.
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Figura 2. Proceso de liberacién desde una matriz hidrofilica.

Polimero hidrofilico

Matriz + Farmaco

—_—
Liberacion
Difusidn

Farmaco

Fuente: Costa, E., Arancibia y Aiache, 2004.

Los polimeros gelificantes formadores de matrices hidrofilicas pueden ser de origen
natural o semisintético, como el agar-agar y alginatos o los quitosanos y almidones
modificados, entre otros. Sin embargo, los mds utilizados son los derivados celuldsicos
sintéticos como la carboximetilcelulosa (CMC), la hidroxietilcelulosa (HETC), la
hidroxipropilcelulosa (HPC), la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) o la metilcelulosa
(MC). También existe un tipo de polimeros derivados del dcido acrilico que forman
parte de los carbémeros y que se conocen con el nombre comercial Carbopol, de gran
interés para diversas aplicaciones (Lastres, 2002).

Las tabletas de liberacién prolongada fabricadas a base de matrices hidrofilicas
pueden obtenerse por cualquiera de las tres vias cldsicas de fabricacién: compresién
directa, granulacién seca o granulacién himeda. La compresién directa consiste en
mezclar los ingredientes y alimentar la tableteadora directamente. Este es el método
de primera eleccién por su sencillez, reproducibilidad y bajo costo. Sin embargo,
la mayorfa de los principios activos carecen de las caracteristicas de densidad, flujo,
compresibilidad y compactabilidad para ser sometidos a un proceso de compresién
directa. Por ello, son comunes los métodos de granulacién, que consisten en
aumentar el tamafio de particula de los polvos para mejorar sus propiedades de flujo,
compresibilidad y compactabilidad.

Aunque la granulacién hiimeda requiere mayores tiempos de proceso y eleva el
nimero de pasos (y por tanto los puntos criticos del proceso y el riesgo derivado
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de aumentar las posibilidades de error), el equipo tecnolégico necesario para
implementarlo es de uso comun en la Ir. Esto lo hace mds atractivo frente a la
granulacién seca, que requiere de un equipo compactador de rodillos que es menos
frecuente.

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)

La HPMC, también conocida como “hipromelosa”, es un éter de la celulosa que posee

grupos metoxi e hidroxipropoxi en su estructura, como se presenta en la figura 3.

Figura 3. Estructura de la HPMC. R indica un grupo metilo o hidroxipropilo

Fuente: Sdnchez, Damas, Dominguez y Cerezo, 2010.

La HPMC estd disponible comercialmente en diferentes presentaciones; ya sea como
polvo o grdnulo, ambos de color blanco, blanco amarillento o blanco grisdceo. Posee
un cardcter higroscépico; la cantidad de agua que absorbe depende del contenido
inicial de humedad, de la temperatura y de la humedad relativa del aire circundante
(Sénchez etal., 2010). Algunas de sus principales propiedades fisicoquimicas aparecen
en la tabla 1 que se muestra a continuacion.
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Tabla 1. Principales propiedades fisico-quimicas de a HPMC

Propiedad fisicoguimica Valor promedio
pH (solucién acuosa 1% m/m) 5.5-8.0
Cenizas 1.5-3.0 %
Solubilidad Insoluble Cloroformo, etanol, éter, agua caliente, acetona y tolueno
Soluble Agua frfa, mezclas hidroalcohélicas y diclorometano
T. transicién vitrea 170-180°C
T. caramelizacién 190-200°C
T. carbonizacién 225-230°C
T. ignicién 360°C
Densidad aparente 0.341 g/cm? (llenado) y 0.557 g/cm? (tras golpeo)
Densidad real 1.326 g/cm?

Fuente: Sdnchez et al, 2010.

Los tipos quimicos de HPMC dependen principalmente de la relacién y
distribucién de los grupos funcionales presentes en la molécula; esto es la proporcién
o contenido de los grupos metoxi (-(OCH3) e hidroxipropoxi (-OCH2CH (OH)
CH3). El valor aproximado del peso molecular total estd vinculado a la viscosidad
de la solucién acuosa del polimero medida en solucién acuosa al 2% a 25 °C. Las
combinaciones de viscosidad y proporcién de los grupos quimicos, establecen distintas
propiedades y alteran el comportamiento matricial, y explican las diferencias en los
grados de HPMC disponibles en el mercado (Ambasana, Kaila, Thakkar, Saravaia y
Shah, 2011). El nombre comercial del HPMC de The Dow Chemical Company es
Methocel. La figura 4 explica la nomenclatura de estos productos de acuerdo al tipo
quimico, la viscosidad elegida y forma fisica y la tabla 2 explica las propiedades de
algunos productos METHOCEL. La denominacién Premium hace referencia a la

aprobacién para uso farmacéutico
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Figura 4. Ejemplos de nomenclatura para el producto METHOCEL

Fuente: Dow, 2000.

Tabla 2. Propiedades de los productos seleccionados METHOCEL

para uso en matrices hidrofilicas farmacéuticas

Fuente: Dow, 2000.
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Hidroxipropilcelulosa (HPC)

La HPC es un compuesto termopldstico soluble en agua y en solventes orgdnicos. Al
igual que la HPMC en la industria farmacéutica se emplea como formador de pelicula
en tabletas recubiertas, como aglutinante en granulados y en matrices hidrofilicas de
liberacién prolongada (Nisso HPC, 2012). La figura 5 muestra su estructura bdsica.

Figura 5. Estructura de la HPC. R indica un grupo hidroxilo o hidroxipropilo

Fuente: adaptacién de Sdnchez et al, 2010.

Algunos autores consideran que las matrices de HPMC son las mds utilizadas tanto
por la variedad que se puede encontrar en el mercado, como por que son las mds
utilizadas desde el punto de vista tedrico experimental, debido a que sus propiedades
de hinchamiento y solubilidad permiten interpretar con mayor certeza los fenéme-
nos de interaccién firmaco-polimero (Andreetta, 2003). Sandoval y colaboradores
también han reportado que el HPMC es el polimero hidréfilo mds empleado en
la preparacién de matrices de liberacién prolongada, ya que tienen un alto grado
de hinchamiento que tiene un efecto significativo en la cinética de liberacién del
férmaco. (Sandoval et al., 2008). Sin embargo, y a pesar de la probada funcionalidad
del HPMC como polimero formador de matrices hidrofilicas. Cote reporté que en
el 2010, de los diez medicamentos de liberacién prolongada mds vendidos a nivel
mundial, siete empleaban HPC, y que en Japdn la cifra subia a nueve (Cote, 2011).
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Evaluacién de matrices hidrofilicas

La evaluacién de las matrices hidrofilicas comprende desde la valoracién de la
calidad de las materias primas (descrita en las monografias farmacopeicas de
materiales y en el certificado de andlisis del fabricante), las pruebas de control
de proceso (operaciones unitarias involucradas, que son molienda, tamizado, mez-
clado y compresién) y producto intermedio (debe evaluarse para asegurar que el
objetivo de cada operacién unitaria se ha alcanzado, la calidad tanto de granulados
y mezclas intermedias determina la calidad de las tabletas) y las pruebas de producto
terminado. Algunas pruebas fisicas son recomendables, revelando el correcto avance del
proceso y apego a las especificaciones intermedias. En particular, las pruebas de DTT,
indice de compactacién, velocidad de flujo y dngulo de reposo son recomendables
para los polvos y granulados, mientras que las de friabilidad y fuerza de ruptura son
requeridas para tabletas (Wildenow, 2013).

Pruebas fisicas para polvos y granulados

a) Distribucién del tamafio de particula, DTP: esta prueba es uno de los métodos
mds empleados para clasificar los polvos y granulados, consiste en la separacién de
las particulas segtin su tamafo intermedio (medido como el ancho o amplitud).
Este método se emplea principalmente para estimar la distribucién total del
tamafio de particula de un material homogéneo, ya sea por masa o por volumen,
y comtnmente se expresa en una grifica de porcentaje de retencién en funcién
del tamafio de particula. El método analitico consiste en el ensamble de tamices
en un orden de mayor a menor apertura de malla, de arriba abajo. El polvo o
granulado a evaluar previamente pesado se coloca en el tamiz superior, seguido
de lo cual el juego de tamices que contiene la muestra sélida se agita durante
un periodo estandarizado. A medida que esto sucede, las particulas van pasando
o reteniéndose en cada malla. Al terminar esto se pesa la cantidad retenida en
cada tamiz y se grafica en % retenido en funcién del tamafio particular (medido
como el ndmero de tamiz). Existen técnicas para determinar la DTP mds rdpidas,
confiables y modernas, basadas en la dispersién de la luz. La figura 6 muestra un
equipo de determinacién del tamafo de particula por difraccién de rayos ldser de

Malvern Panalytical.
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Figura 6. Equipo Morphologi GS03 de Malvern

Fuente: Laboratorio de Farmacia, Facultad de Quimica, UAEMEX.

b) Indice de compresibilidad: es una medida que representa cémo cambian la
energfa bdsica de fluidez y el grado de compactacién del polvo cuando se
proporciona un aumento de energfa mecdnica sobre el mismo. Este indice
se desprende de dos medidas: a) la densidad aparente; muestra la relacién de
la masa de una muestra de polvo sin asentar y su volumen y b) la densidad
compactada, que se obtiene después del golpeteo mecdnico (producido por el
levantamiento del recipiente que lo contiene y su impacto a una altura especifica
durante “n” repeticiones) de un recipiente de medicién graduado que contiene
la muestra a analizar. Se emplea la misma muestra de polvo que en la prueba de
densidad aparente, obteniéndose un valor menor que el de densidad compactada
debido a la reduccién de volumen lograda tras el golpeteo mecdnico (Wildenow,
2013). El indice de compresibilidad y el indice de Hausner, son la comparacién
entre la densidad aparente y la densidad compactada, indican la propensién de
un polvo a la compresién. La tabla 3 y 4 muestran el indice de compresibilidad,
el indice de Hausner y las propiedades de flujo de los descritos en la FEUM y en
la United States Pharmacopeia (Usp).
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Tabla 3. Indice de compresibilidad e indice de Hausner

Fuente: Secretarfa de Salud, 2014.

Tabla 4. Indice de compresibilidad e indice de Hausner

Fuente: United States Pharmacopeial Convention, 2007.

c) Velocidad de flujo: esta prueba también conocida en la UsP como “flujo a
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través de un orificio” consiste en observar y calcular el tiempo que se tarda un
polvo en salir, desde cualquier contenedor, a través de un orificio calculdndose
la masa por tiempo. Segin la FEUM, “la capacidad que tienen los polvos para
fluir depende de la resistencia que opone el polvo al movimiento diferencial
entre las particulas” (Secretarfa de Salud, 2014). Los principales factores que
influyen en su flujo son el tamafo de particula y la humedad. La velocidad
de flujo de un polvo es una manifestacién de sus propiedades reoldgicas,
definiéndose como el desplazamiento de una cantidad de muestra por



unidad de tiempo. Las figuras 7 y 8 muestran el equipo Powder Flow Tester
(pFT) de Brookfield para medicién de la velocidad de flujo y la preparacién de
las muestras para su uso respectivamente.

Existen equipos denominados de celda de corte y reémetros que miden el flujo de
los polvos con mayor precisién y exactitud y en condiciones mds amplias (a varias
fuerzas mecdnicas de compactacién del polvo) que un punto (equipo PFT). En
el articulo “Impacto de la variacién de lote de principio activo en el desempefio
tecnolégico y biofarmacéutico” Alcantara, 2018, menciona, que durante las
pruebas que se le realizaron al valproato de magnesio, se aplicaron distintas fuerzas
de compresién/corte al polvo; midiéndose la cantidad de fuerza necesaria para
lograr la falla del molde ingresado ddndoles como resultado una grifica de fuerza
de falla no confinada contra la fuerza principal de consolidacién, siendo el valor
de la pendiente el indice de flyjo.

Figura 7. PFT de Brookfield.

Fuente: Laboratorio de Farmacia, Facultad de Quimica, UAEMex.
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Figura 8. Preparacién de muestras en el PFT

Fuente: Alcantara, 2018.

d) Angulo de reposo: el dngulo de reposo es la manifestacién de la friccién entre
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particulas y su resistencia al movimiento. Se define segtin la FEUM como “aquel
que corresponde al 4ngulo méximo formado entre la superficie de un cono de
polvo y el plano horizontal” (Secretaria de Salud, 2014). EI dngulo de reposo
que se observa estd en funcién de tres caracteristicas principales, las cuales son
forma, DTP y rugosidad de la superficie de las particulas del polvo o granulado.
La figura 9 muestra un dispositivo para determinar el dngulo de reposo de un
polvo farmacéutico mientras que la tabla 5 muestra los criterios para clasificar
la capacidad de flujo de los diferentes polvos o granulados, existen tablas de
referencia que toman en cuenta el dngulo de reposo

Figura 9. Embudo para determinar el 4ngulo de reposo
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Fuente: Secretarfa de Salud, 2014.



Tabla 5. Capacidad de flujo y su correspondiente dngulo de reposo.

Fuente: Secretarfa de Salud, 2014.
Pruebas fisicas para tabletas

a) Friabilidad: la friabilidad o “indice de abrasién” es una propiedad mecdnica
util para medir la capacidad que tienen los sélidos previamente compactados
a resistir el desgaste por friccién durante la manipulacién, envasado y
transporte. Se inicia la prueba colocando en el interior del friabilizador una
cantidad definida de unidades pesadas con exactitud, se cierra la tapa y se
hacer girar a 25 + 1 rpm durante 4 min. Se pasa la prueba si después del ciclo
de rotaciones las unidades solo presentan perdidas de masa correspondiente a
un peso promedio no mayor que 1.0%. La figura 10 muestra un ejemplo de
aparato para la determinacién de la friabilidad.

Figura 10. Friabilizador Guoming CS-2

Fuente: Laboratorio de Farmacia, Facultad de Quimica, UAEMex.
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b) Dureza: la resistencia a la ruptura es la fuerza necesaria para fracturar las

tabletas y también es conocida como prueba de dureza. Es un ensayo
farmacopeico que ayuda a pronosticar la integridad de las tabletas durante
los procesos de fabricacién (envasado y recubrimiento), mediante la
determinacién de la tensién o fuerza necesaria para romperlas. Esta prueba
consiste en aplicar fuerza diametralmente a la tableta hasta fracturarla
(Secretaria de Salud, 2014).

¢) Disolucién: esta prueba, también denominada “prueba de velocidad de

disolucién aparente”, es un método farmacopeico (MGA 0291) para medir
la liberacién de un principio activo. Este MGA se emplea para determinar el
cumplimiento de los requisitos de disolucién en tabletas o cdpsulas estable
cidos en la monografia individual, excepto para tabletas masticables (Secretaria

de Salud, 2014).

Valproato de magnesio

Estructura quimica

La estructura molecular del valproato de magnesio (VMg) comprende 2 iones

valproato unidos a 1 solo magnesio. La base; el valproato, es un ion orgdnico

pequefio. El 4dcido valproico tiene un grupo funcional 4dcido carboxilico de cin-

co carbonos en la cadena principal, que estd sustituida por un grupo propilo en

el carbono 2, su nombre quimico es 4cido 2-propilpentanoico. La molécula tiene
un ndmero CAS 99-66-1 y su solubilidad en agua es de 1.3 mg/ml (20 °C). La
figura 11 muestra la estructura quimica del VMg (Mas-Baga, 20006).
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Figura 11. Estructura quimica del VMg

Fuente: Bathia, Srivastava, Rajender y Kumar, 2009.



Caracteristicas fisicoquimicas

El VMg (C, H, O,Mg) es una sal dibdsica del ion bivalente Mg*". Es un polvo
blanco cristalino higroscépico ligeramente soluble en agua, fécilmente soluble en
heptano y metanol (Ambasana et al., 2011; Chemicals, 2010). Tiene una constante
de disociacién (pKa) reportada de 4.6 (Alcantara, 2018). La molécula tiene una
temperatura de fusién de 220 °C, la cual es propicia para la fabricacién de tabletas
por via himeda, ya que soporta las temperaturas de secado habituales.

La sal magnésica del dcido valproico se comercializa en formas farmacéuticas
orales de liberacién inmediata liquidas y sélidas; pueden encontrarse tabletas

con recubrimiento entérico y de liberacién retardada (Karde, Pawar, Geevarghese y

Khatri, 2012).
Farmacocinética

La actividad antiepiléptica del VMg ha sido demostrada en diversos modelos
animales mediante estudios que concluyeron que el firmaco brinda proteccién
contra las convulsiones inducidas por electrochoques y diversos agentes
quimicos, entre otros agentes (Bourgeois, 2006: 775). Ademds de las propiedades
anticonvulsivantes, se han reportado efectos antimaniacos, antimigrafiosos vy,
mds recientemente, antineopldsicos (Bathia et al., 2009). El VMg es un firmaco
antiepiléptico de amplio espectro, siendo uno de los medicamentos mds usados
en la poblacién mexicana que presenta epilepsia, en especial en nifios (Reséndiz,
Aguirre, 2008).

Debido a su rdpida absorcién y al gran tiempo de vida media que posee (8-16
horas), asf como el alto porcentaje de unién a proteinas (85-90%), se observan variacio-
nes en los niveles plasmdticos en estado estacionario (Swarbrick, 2007). La sal magnésica
es la que ofrece mayores ventajas fisicoquimicas en lo que respecta a baja solubilidad;
por lo que hace que su absorcién sea mds lenta y de esta forma se disminuyan las
variaciones en las fluctuaciones de los niveles plasmdticos (corepris, 2010). Asi,
aunque la absorcién de la sal magnésica es mds lenta, no se altera la fraccién total del
férmaco absorbida. Esto ha sido aprovechado para reducir las fluctuaciones en los

niveles plasmdticos del fdrmaco observadas con otras sales cuya vida media es inferior a

24 horas.
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La sal magnésica se absorbe ficilmente por via oral, con una biodisponibilidad
précticamente de 100%, en un tiempo de 30-60 minutos y alcanza concentracio-
nes plasmdticas mdximas de 4cido libre en un plazo aproximado de dos horas (1-4
horas); no experimentando metabolismo de primer paso hepdtico (Swarbrick,
2007). Ya en el torrente circulatorio, la sal de valproato se hidroliza rpidamente,
fijdindose de esta forma, altamente a las proteinas plasmdticas, con fracciones libres
(Reséndiz, Aguirre, 2008).

El valproato penetra en los eritrocitos y atraviesa la barrera hematoencefilica,
a través de la accién de un transportador especifico; su biotransformacién se lleva a
cabo en el hepatocito después de reabsorberse en el tibulo renal, después contintian
2 fases: la oxidacién, por la cual su estructura se hace mds polar e hidrosoluble y
la glucoronizacién.

El volumen de distribucién de valproato es reducido, con valores entre 0.1 y
0.4 1/kg. Su depuracién renal depende de la fraccién libre del fdrmaco. El 4cido
valproico se metaboliza extensamente en el higado por cuatro vias principales. Las
tres primeras vias metabdlicas del 4cido valproico son comunes al metabolismo
de 4cidos grasos y estdn mediadas principalmente por procesos catalizados por
enzimas del citocromo P-450 a productos que se excretan en la orina (Bathia
et al., 2009).

Finalmente, la eliminacién de valproato es a través de metabolismo hepdtico,
mediante oxidacién y conjugacién, sélo 3-4% es excretado sin cambios.

Farmacodinamia

Actualmente hay evidencia experimental de que el valproato incrementa el recam-
bio (turnover) del dcido gamma-aminobutirico (GABA) potenciando de esa forma
las funciones GABAérgicas en algunas regiones especificas del cerebro que se cree
estdn implicadas en el control de la generacién de las crisis y su propagacién (Mas-
Baga, 20006).

Se sabe que la epilepsia se debe a descargas neuronales exageradas en las
cuales hay una disminucién importante del GABA (principal neuroinhibidor del
SNC) mediante una inhibicién de los canales de sodio voltaje-dependientes
(Vademecum, 2007).
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El mecanismo de accién del VMg atin se desconoce con exactitud, algunos
autores han demostrado que el dcido valproico actda inhibiendo la descarga
neuronal y potenciando las acciones inhibitorias del GABA sobre la descar-
ga neuronal. Existe también la teorfa del efecto inhibitorio del GABA, aumentando
la sintesis o una disminucién de la degradacién de este neurotransmisor; al actuar
sobre la neurona de un modo directo, aumenta la cantidad de GABA cerebral;
disminuye los niveles de aspartato cerebral con aumento de GABA, protegiendo
al paciente contra crisis audiégenas (Swarbrick, 2007).

METODOLOGIA

Se elaboré un granulado base de principio activo farmacéutico al 80% de concentra-
cién (GAPI 80/20), y se caracterizd. Se realizaron mezclas del GAPI 80/20 con seis
diferentes polimeros para la formacién de hidrogeles distintos y se comprimieron y
evaluaron. La metodologfa general se muestra en la figura 12.

Figura 12. Metodologfa general del proyecto

Elaboracién propia
Preparacién GAPI 80/20

Las mezclas para compresién se prepararon tomando como punto de partida el
granulado base con el principio activo al 80% con dos excipientes que se mantuvieron
constantes un diluente y un aglutinante, de acuerdo a la férmula indicada en la tabla
6. A este granulado se le denominé GAPI 80/20.
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Tabla 6. Composicién de la premezcla del GAPI 80/20

Funcién en la férmula Ingrediente Porcentaje (%)
Principio activo Valproato de magnesio 80
Diluente Celulosa microcristalina PH 101 17
Aglutinante PVP K30 3

Elaboracién propia.

En un mezclador en V (o de pantalén) se mezclaron a 16 rpm por 5 minutos el
principio activo (80%) y la celulosa microcristalina (Avicel pH 101) (17%). A esta
mezcla se le asperj6é una solucién acuosa al 3% de polivinilpirrolidona (PVP) K-30
hasta llegar al punto de granulacién. Se tamizé el GAPI 80/20 en una malla ndmero
16 US esténdar y se dejé secar en la estufa por 120 minutos a una temperatura de
50 °C, hasta obtener un porcentaje de pérdida de masa menor al 2%.

Fabricacién de tabletas

Se mezclé GAPI 80/20 con el polimero correspondiente al diseno experimental
(HPC de grado VH, HRP, SL 6 HPMC de grado K100LV, K4M, K15M) (ver andlisis
estadistico) y se mezcl6 en un mezclador de pantalén por 10 minutos a 20 rpm. Se
lubricaron las muestras con estearato de magnesio y talco conforme a la férmula
abajo descrita, por 5 minutos a 20 rpm. La composicién final de las tabletas fue
de 25% polimero, 73% GAPI 80/20 y 2% mezcla de lubricantes (figura 13). La
composicion final de las tabletas de VMg se ve en la tabla 7.

La cantidad de excipientes empleados se determiné considerando que el principio
activo es cohesivo y presenta adhesion en las paredes del contenedor, atendiendo
las recomendaciones de uso para ellos: celulosa microcristalina (20.00 a 90.00%),
estearato de magnesio (0.25 a 5.00%) y talco (1.0% a 10.00%) indicadas en el
Handbook of Pharmaceutical Excipients (Rowe, 2009).
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Figura 13. Composicién de las tabletas de valproato de magnesio

Elaboracién propia.

Tabla 7. Composicién de las tabletas de valproato de magnesio

Elaboracén propia.

Se comprimieron las mezclas en una tableteadora rotativa piccola de 10 estaciones a
una fuerza de compresion constante y con punzones de 12 mm de didmetro a un peso
final de 685 mg. El diagrama 2 muestra el proceso para la elaboracién del granulado
ocupado para la elaboracién de las tabletas, observando que al VMg se le afiade un
aglutinante (PVP-K30) y un diluente (Avicel PH 101), se procede a su granulacidn,

se deja secar, se mezcla con lubricantes y se tabletea.

Figura 14. Proceso para la elaboracién de tabletas por via himeda

Los pasos del proceso, de izquierda a derecha, son: preparacién de la dispersién aglutinante, amasado, granulacién
en tamiz (incluye secado), mezclado final (lubricado), tableteado, producto final.

Elaboracén propia.

361



Pruebas fisicas en procesos de fabricacién de formas farmacéuticas
Evaluacién del GAPI 80/20

Las pruebas fisicas que se llevaron a cabo se eligieron en base a dos criterios; el
primero, considerando las técnicas cominmente empleadas durante el proceso de
desarrollo y fabricacién de formas farmacéuticas para determinar las propiedades
reoldgicas de sélidos pulverizados a través de métodos sencillos, pero de relevancia
en la industria farmacéutica. En segundo lugar, se consideraron pruebas que, si bien
son farmacopeicas, no estdn descritas en las monografias individuales de las materias
primas o productos intermedio y terminado, pero que son notables en tanto aportan
informacién determinante sobre los materiales.

Las pruebas que se determinaron para evaluar los granulados son: DTP (USP
786), indice de compactacién (FEUM MGA 1031), velocidad de flujo (FEUM MGA
1061) y dngulo de reposo (FEUM MGA 1061).

Evaluacién de las tabletas

Pruebas fisicas

Las pruebas fisicas para tabletas fueron friabilidad en un fragilizador GUOMING
CS-2 y fuerza de ruptura en un durémetro marca ERWEKA.

Pruebas fisicoquimicas: perfil de disolucién de las tabletas

Se determiné el perfil de disolucién de las tabletas por triplicado en un disolutor
SOTAX AZT adaptado con el aparato 2 (paletas) a 75 rpm y 900 ml de fluido
intestinal simulado (Secretaria de Salud, 2014), para cada uno de los 6 lotes
(FEUM MGA 0291). Se obtuvieron muestras a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas tomando

alicuotas de 5 ml de cada vaso, con reposicién de medio. Se determind la liberacién
de valproato de magnesio mediante la técnica de cromatografia de liquidos de alta
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presién (HPLC, por sus siglas en inglés) utilizando una columna CAPCELL PAK
Phenyl de tamafio 4.6 mm x 150 mm a una longitud de onda de 210 nm. A

continuacidn, se describe la preparacién del medio de disolucién y la fase mévil.

Cuantificacién del valproato de magnesio por HPLC

a)

d)

e)
f)

g)

Preparacién de solucién amortiguadora de fosfatos: pesar 2.76 g de fosfato
monosddico y aforar a 11 de agua deionizada c.s.p. (antes de aforar obtener el pH
de 2.4 a 2.5; si se requiere, ajustar con dcido fosférico al 85%).

Preparacién de fase mévil: buffer de fosfatos pH 2.5 + acetonitrilo (proporcién
1:1). Pasar por membrana 0.45 micras y degasificar por vacio durante 10 min.
Preparacién de los estdndares (STD): pesar por duplicado 25.0 mg de valproato
de magnesio (STD1 y STD2); transferirlos a un matraz aforado de 50 ml y aforar
con fluido intestinal como diluente.

1) % de recobro: serd el 4rea del (STD2 * Peso del STD1)/Promedio del 4drea del
(STD1 * el peso del STD2). El resultado deberd de estar entre el 98% y 102%
para poder ser vélido; si no es asi, descartar y volver a pesar estdndares.

Correr en el vial 1 del HPLC como blanco fluido intestinal, hacer 9 blancos para
poder tener nuestra linea base.

Colocar en los viales 2 y 3 los estdndares STD1 y STD2, respectivamente.
Colocar a partir del vial 4 las muestras a analizar.

Se calculé la concentracién del valproato de magnesio (mg/ml) mediante la

férmula siguiente.

(Peso del STD1 / 50ml) (volumen de aforo con fluido intestinal) * 4rea de la muestra

1 (M1)

Promedio de drea del pico en el cromatograma del STD

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se empleé como andlisis estadistico de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés)

aplicado a los resultados de un disefio de experimento factorial 2* el cual permite
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observar cémo dos niveles (HPMC y HPC) influyen en la variable de respuesta de
disolucién. El modelo empleado fue un estudio 2* con 3 niveles de significancia
(tres viscosidades por cada tipo de polimero empleado), quedando finalmente el
modelo 2'" 3'. Los datos se analizaron en un software Statgraphics Centurion xiv.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacién reolégica del GAPI 80/20
Distribucion de tamafio de particula

La DTP muestra que la mayor cantidad del granulado (26.2% retenido) es retenido
en la malla 30, cuyo didmetro aproximado es de 595 pm. Este tamano estd clasificado
como un granulado grueso (USP). El resultado de la DTP muestra que la curva va
de 200 a mds de 700 micrémetros, por lo que es bastante amplia. Sin embargo, en
esta prueba muestra que mds del 55% del granulado tiene un tamafo de entre 350
y 600 micrémetros y que menos del 10% de la muestra estd conformada por polvos
menores a 177 micrémetros.

Figura 14. DPT acumulada del GAPI 80/20

% Acumulado
por debajo
del tamafio

Elaboracion propia.
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Indice de compactacion del GAPI 80/20

El resultado de indice de compactacién (Ic) fue obtenido a partir de los datos de
densidades aparente (DA) y compactada (DC). Los valores del indice de compresibilidad
(1c) e indice de Hausner (1H) obtenidos fueron de 8.24% y 1.089, respectivamente.
El indice de compresibilidad estd dentro del intervalo de 5 a 11, que es la catego-

rfa considerada por la FEUM como propiedades de flujo excelentes (Secretaria de

Salud, 2014).

Velocidad de flujo

Los resultados de la prueba de velocidad de flujo realizada por triplicado dan
un promedio de 4.144 g/s. Este valor, al igual que los indices de Hausner y de

compresibilidad, muestra que el GAPI 80/20 tiene un flujo clasificado como exce-
lente de acuerdo a la FEUM (Secretaria de Salud, 2014).

/fngu/o de reposo

Los resultados de la prueba de dngulo de reposo realizada por triplicado, dan un
promedio de © = 31.55, lo que indica que el GAPI 80/20 tiene un flujo clasificado
como bueno segtin la FEUM (Secretaria de Salud, 2014).

Evaluacién de las tabletas fabricadas
Friabilidad

Se determind, por triplicado, la friabilidad de todos los lotes de tabletas fabricados
obteniendo los siguientes valores: HPC VH = 0.371561%; HPC HRP = 0.486386;
HPC SL = 0.458351; HPMC K100 LV = 0.585697; HPMC K4M = 0.204488;
HPMC K15 M = 0.460242. En todas las férmulas se observa que el promedio de

friabilidad es menor al 1.0% de pérdida, por lo que todas las tabletas cumplen con la
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especificacién de friabilidad, que suele ser menor al 1.0% (Secretaria de Salud, 2014).

Los comprimidos de HPMC que presentaron un menor porcentaje de pérdida fueron
los de K4M; los de HPC VH fueron los de menor valor.

Resistencia a la ruptura

Dado que todas las tabletas se comprimieron en el mismo punzén y por lo tanto
tienen la misma forma y tamafio, se registré la dureza de las tabletas (n=10); aunque
en un sentido estricto es mejor utilizar este valor para obtener la tensién a la ruptura.
Para todos los casos, la dureza resultante de las tabletas estd entre los 9 y 12 Kp; todos
los valores pueden considerarse aceptables para una tableta de 12 mm de didmetro.
En las condiciones de compresién a las que se trabajé, las tabletas fabricadas con
HPMC K15M presentaron valores de dureza ligeramente mds altos, pero con mayor
variacién (del orden de 2 Kp) que el resto de los polimeros evaluados. Las tabletas
de HPMC K4M presentaron una desviacién estdndar de 0.1006 observando que
su rango de variacién fue menor que las tabletas de HPMC K15M las cuales
obtuvieron una desviacién estindar de 1.009 indicando un rango de valores amplio
para este polimero.

Prueba de disolucién

La prueba de disolucién de las tabletas muestra que el polimero del tipo HPMC con
mds répida liberacién es el HPMC K100LYV, seguido del K4M y (a menor distancia)
del K15M. Estos valores corresponden con las viscosidades de estos materiales, de
las cuales depende la velocidad de liberacién del firmaco. Lo mismo sucede con los
polimeros del tipo HPC; el que libera con mayor rapidez corresponde al HPC SL,
que es el de menor viscosidad, seguido por los HPC HRP y HPC VH, cuya diferen-
cia en viscosidades es de poco mds de 2000 mPa*s. La figura 16 (a, b y ¢) muestran
la cinética de liberacién de las matrices fabricadas y la tabla 8 exhibe los valores de
r cuadrada aplicada a tres modelos matemdticos aplicables a cinéticas de liberacién

de firmacos.
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Figuras 15a, 15b y 15c. Gréficas de cinética de liberacién de valproato de magnesio en
matrices hidrofilicas fabricadas con seis diferentes polimeros: a) orden cero,
b) Higuchi y c) Korsmeyer-Peppas.
15a

Elaboracién propia.

15b

Elaboracién propia.
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15¢

Elaboracién propia.

Tabla 8. Coeficiente de correlacién (r*) de los modelos matemdticos evaluados para la liberacién del

valproato de magnesio en las matrices evaluadas: orden cero, Higuchi y Korsmeyer-Peppas.

R2

Modelo matemético

HPC SL (4.7mPa*s) |HPC HRP (2650mPa*s) |HPC VH (5480mPa*s) [HPMC K100LV(100mPa*s) [HPMC K4M(4000mPa*s) |HPMC K15M(15000mPa*s)
Orden cero 0.7540 0.9038 0.8745 0.8490 0.9145 0.9404
Higuchi 0.9480 0.9968 0.9885 0.9869 0.9982 0.9950
Korsmeyer-Peppas 0.8673 0.9636 0.9367 0.9579 0.9684 0.9756

Elaboracién propia.

Segtin el coeficiente de correlacién (r?) obtenido después de ajustar los modelos
matemdticos, podemos apreciar que el modelo de orden cero no es el mds apropiado
para describir la liberacién de valproato de magnesio en las matrices elaboradas. El
modelo de orden cero describe sistemas de liberacién controlada por la relajacién
de cadenas poliméricas. En este estudio el modelo que mds se ajusta para describir
la liberacién del principio activo en todos los polimeros evaluados es el de Higuchi,
que justamente describe la liberacién de un sistema matricial en el que predomina la
difusién del firmaco a través de la matriz y no la erosién o relajacién de las cadenas
poliméricas. Sin embargo, hay que considerar las limitaciones del modelo, que se basa
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en las hipdtesis de que a) la concentracién inicial de firmaco en la matriz es mucho
mayor que la solubilidad del firmaco, b) la difusién del principio activo sucede
tinicamente en una dimensién, ¢) las particulas de firmaco son mucho menores que
el espesor del sistema, d) el hinchamiento matricial y la disolucién son despreciables,
d) la difusividad del firmaco es constante y d) en todo momento se conservan las
condiciones sink en la prueba.

Los promedios del % disuelto confirman los valores esperados con base en las
viscosidades de los polimeros evaluados. Sin embargo, dado que en este trabajo es
de especial interés conocer la medida de dispersién de los valores de la cantidad de
valproato disuelto en cada horario de muestreo y de la cantidad acumulada en las 10
horas de duracién de la disolucién, se compararon los valores de desviacién estdndar
promedio (DEP) de cada polimero y la desviacién estdndar (DE) observada en cada hora
muestreada en la prueba de disolucién. Los resultados se muestran en la tabla 8 y la

grafica 4.
Tabla 9. Desviacién estdndar promedio por polimero empleado
HPC SL HPC HRP HPC VH HPMC HPMC HPMC
(4.7mPa*s) (2650mPa*s)  (5480mPa*s) KI100LV(100mPa*s) K4M(4000mPa*s)  K15M(15000mPa*s)
DS Promedio 7.75 2.89 0.59 6.49 0.97 2.10

Elaboracién propia.
Como puede observarse, los valores més elevados de DEP los tienen los dos polimeros

de baja viscosidad: el HPC SL (super low) y el HPMC K100LV (low viscosity), mientras

que el resto de los polimeros muestra valores de DE por debajo de 3.0.
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Figura 16. Comparacién de la magnitud de la dispersién estadistica de la cinética de liberacién (2,

4, 6, 8 y 10 horas) de matrices hidrofilicas fabricadas con seis diferentes polimeros.

Elaboracién propia

Los valores de DS obtenida en cada uno de los cinco tiempos de muestreo tomados
en la prueba de disolucién para cada polimero se analizaron con un nivel del 95%
de confianza mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) realizado en un programa
estadistico Statgraphics Centurion XIV (p = 0.05). Con este tratamiento estadistico,
se observa que el polimero con una DE significativamente menor fue el HPC VH,
seguido del HPMC K4M; de hecho, ambos estdn considerados dentro de un mismo
grupo homogéneo que se distingue de los demds polimeros.

Las pruebas de rangos multiples y de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher aplicadas a los valores de las DE para estudiar el efecto del polimero, muestran
que existen diferencias significativas entre los valores medios de todos los polimeros
estudiados, excepto para cuatro grupos. Estos cuatro grupos homogéneos son las
parejas siguientes: HPC SL y HPMC K100 LV; HPMC K15M y HPMC K4M;
HPC VH y HPMC K4M; y HPC HRP y HPMC K15M.
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ANALISIS DE RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas en los resutados de las pruebas fisicas de
las tabletas (friabilidad y fuerza de ruptura). Los valores obtenidos en la prueba de
disolucién de las tabletas corresponden con las viscosidades de estos materiales, de las
cuales depende la velocidad de liberacién del fdrmaco. En este estudio el modelo que
mds se ajusta para describir la cinética de liberacién del valproato de magnesio en las
matrices de los polimeros evaluados es el de Higuchi.

El andlisis de las DEP mostré que existen diferencias estadisticamente significativas
en la variacién intertableta medida como la desviacién estdndar de la prueba de
disolucién de las matrices fabricadas con seis polimeros diferentes. Se encontré la
mayor DEP en las tabletas fabricadas con polimeros de baja viscosidad, con
independencia del tipo de polimero (HPC o HPMC) estudiado. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de DE de los dos polimeros
distintos (HPC y HPMC) para valores bajos de viscosidad (igual o menor a 100
mPa*s); resulta légico que los polimeros HPC SL y HPMC K100 LV presentaran las
mayores variaciones inter-tableta en la prueba de disolucién, dado que son materiales
de viscosidad baja, que por lo tanto no son idéneos para la fabricacién de hidrogeles
de liberacién prolongada.

No se encontraran diferencias entre las DE de los polimeros de HPMC del mismo tipo
quimico (K) y con viscosidades altas, los cuales son materias primas aptas para la fabricacién
de matrices hidrofilicas de liberacién controlada. Es interesante notar que tampoco las hay
entre los polimeros HPC VH y HPMC K4M y que en cambio s existen tanto entre el
HPC VH y el HPMC K15M como entre el HPC HRP y el HPMC K15M.

En cambio, sf existen diferencias estadisticamente significativas entre la variacién
producida por los dos grados de HPC de altas viscosidades (del orden de los miles
2650 y 5480 mPa*s), siendo el HPC VH el polimero con la variacién mds baja de

todos los evaluados.
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CONCLUSION

No se encontré un impacto significativo en los valores de fuerza de ruptura y
friabilidad de las tabletas fabricadas con los seis polimeros distintos. Los valores
obtenidos en la prueba de disolucién de las tabletas corresponden con las viscosi-
dades de estos materiales, de las cuales depende la velocidad de liberacién del fédrmaco,
lo que confirma que el peso molecular del polimero modifica la viscosidad del hidrogel
y ésta a su vez regula la liberacién del principio activo. El modelo matemdtico que
describe la cinética de liberacién del valproato de magnesio en las matrices de todos
los polimeros evaluados es el de Higuchi, por lo que se concluye que predomina la
difusién del firmaco y no la erosién de la matriz.

Los resutados del andlisis de la variacién intertableta muestran que no existen
diferencias en la variacién intertableta entre el HPC y HPMC. En polimeros de
alta viscosidad, se encuentra que tanto el HPC VH como el HPMC K4M tienen
los valores mds bajos de variacién intertableta, y ambos son los mejores polimeros
formadores de matrices tanto por su baja variacién intertableta como por su alta
capacidad de retencién del firmaco. Para polimeros de baja viscosidad. En suma, de
acuerdo a los resultados, no es posible generalizar menores variaciones intertableta
entre matrices de HPC y HPMC atribuibles dnicamente a la naturaleza del polimero
empleado. Se sugiere ampliar el estudio a otros tipos quimicos y tamafos de particula
de ambos polimeros.

Como prospectiva a este estudio estd comparar los resultados obtenidos a partir de
las formulaciones aqui planteadas con las del medicamento innovador, pensando en
que para los laboratorios farmacéuticos de medicamentos genéricos serd ttil integrar
esta informacién con el perfil de liberacién del medicamento de referencia.
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CICLOADICIONES (3 + 2) AZIDA-ENOLATO COMO
HERRAMIENTA PARA LA OBTENCION DE COMPUESTOS
ANTIFUNGICOS: SINTESIS DE ANALOGOS
NUCLEOSIDICOS Y DEL MICONAZOL

Davir Gonzdlez Calderén'
Aydeé Fuentes Benites'

Carlos Gonzdlez Romero"

El disefo y sintesis de compuestos bioactivos asistido por la sintesis orgdnica para su
posterior evaluacién bioldgica ha sido un continuo quehacer de la quimica medicinal.
En este capitulo, los autores describen novedosos métodos sintéticos para la obtencién
del ndcleo del heterociclo 1, 2, 3-triazol (farmacéforo ampliamente reconocido en
la farmacologfa) investigando su reproducibilidad y alcance en distintos sustratos
(grupos funcionales), para posteriormente demostrar su aplicacién en la sintesis de
nuevas sustancias bioactivas (andlogos del miconazol y derivados nucleosidicos),
sustancias que fueron evaluadas biolégicamente por estudios 77 vitro antimicéticos.

INTRODUCCION

El sistema de anillo de 1, 2, 3-triazol es un farmacéforo importante (Agalave et al.,
2011) en la quimica medicinal. Este heterociclo nitrogenado es muy conocido por
su amplia gama de actividad terapéutica y biolégica (Zhou et al., 2012), (figura 1)
como tratamiento contra la malaria (Kumar et al., 2014), tuberculosis (Yempala et al.
2014), tripanosomiasis (Andrade et al., 2015), leishmaniasis (Guimaraes et al., 2013),
VIH (Vernehar et al., 2014), dengue (Vernekar et al., 2015), dolor (analgésico) (Diaz
et al., 2015), obesidad (Kinfe et al., 2013), inflamacién (Shafi et al., 2012), asf como
su uso como agente antiplaquetario (Jordao et al., 2009), entre otras aplicaciones
(Massarotti et al., 2014).
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Figura 1. Nicleo del 1, 2, 3-triazole, farmacéforo ampliamente

reconocido en la quimica medicinal
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Elaboracién propia.

Asi mismo, algunos otros compuestos han sido aprobados por la DA (figura
2), actualmente ya comercializados, tal es el caso del tazobactam, Cefatrizina y
salitromicina (antibacterianos), asi como la rufinamida (antiepiléptico), suvorexant
(antiinsomnio) o el seviteronel (anticancerigeno). Por lo tanto, las investigaciones
sobre métodos sintéticos para obtener ntcleos de 1, 2, 3-triazoles son cada vez mds
comunes en la literatura.
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Figura 2. Compuestos comerciales (aprobados por la FDA) que contienen el niicleo del triazole
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Elaboracién propia.

Por otro lado, el estudio de 1, 2, 3-triazoles en la sintesis de antifingicos (Irfan et al.,
2015; Jiang et al., 2014) y muy particularmente de andlogos del miconazol (Pericherla
et al., 2012; Kim et al., 2012) asi como andlogos nucleosidicos (Reddy et al., 2010)

ha representado un campo continuo de investigacién en los dltimos afios (figura 3).
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Figura 3. El estudio de 1, 2, 3-triazoles para la sintesis de antifiingicos y muy particularmente
de andlogos del miconazol asi como andlogos nucleosidicos ha representado

un campo continuo de investigacién en los dltimos afios
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Elaboracién propia.

Las enfermedades micéticas ya se reconocen como un problema de salud publica a
nivel mundial con mayores tendencias y de incidencia para todas las clases sociales
(Benedict et al., 2017; Vallabhaneni et al., 2015). Dicho problema se ve atin mds
afectado por la resistencia farmacoldgica de los microorganismos fuingicos (Wieder-
hold 2017; Perlin et al., 2017; Fisher et al., 2018; Kontoyiannis, 2017). Este hecho
ha obligado a la quimica orgdnica medicinal a una continua y obligada bisqueda de
nuevos agentes antifiingicos.

Dentro de los desafios en el disefio de medicamentos, una estrategia utilizada por
el quimico medicinal es la modificacién racional de compuestos lideres (firmacos de
patente) en agentes mds seguros y clinicamente mds eficaces, esto es, la obtencién
de bioisésteros (figura 4). Un bioiséstero se puede considerar como un compuesto
resultante del intercambio de un dtomo o grupos de dtomos (fraccién molecular)
por otro muy similar. El objetivo de un reemplazo bioisostérico es crear un nuevo

compuesto con propiedades biolégicas similares o mejores al compuesto original para
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as{ mantener o mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas (Brown
et al., 2012; Yao et al., 2017; Moreira Lima et al., 2005; Patani et al., 1996).

Los autores de este trabajo han incursionado en la solucién de los problemas antes
mencionados mediante la modificacién estructural de firmacos lideres (sintesis de sus
correspondientes andlogos).

Figura 4. El objetivo de un reemplazo bioisostérico es crear un nuevo compuesto con propiedades

bioldgicas similares o mejores al compuesto original
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Elaboracién propia.

La cicloadicién alquino-Azida catalizada por cobre (CuAAC, o comtinmente llamado
Click Chemistry) ha sido el método tradicional para obtener 1, 2, 3-triazoles la cual
ha sido estudiada y optimizada ampliamente durante los tltimos afos (véase los
siguientes reviews para un amplio entendimiento: Singh et al., 2016; Totobenazara y
Burke, 2015; Haldén et al., 2015; Hein y Fokin, 2010; Meldal y Tornee, 2008; Wu
y Fokin, 2007; Bock et al., 2000), y su versatilidad se ve reflejada por sus aplicaciones
en otros campos, tales como la quimica medicinal (Pickens, 2018; Thirumurugan
et al., 2013; Amblard et al., 2009; Hein et al., 2008) (figura 5). Por otro lado,
la cicloadi-cién azida-enolato 1, 3-dipolar ha emergido recientemente como otra

alternativa para acceder a tales heterociclos nitrogenados (véase los siguientes reviews
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para un amplio entendimiento (Lima et al., 2015; John et al., 2015; Ramasastry,
2014), herramienta que también ha comenzado a aplicarse en la sintesis de compuestos
bioactivos.

Figura 5. La cicloadicién alquino-azida catalizada por cobre (CuAAC) la cicloadicién de dimroth
azida-enolato como métodos eficientes para la obtencién de 1, 2, 3-triazoles

+
O)‘Lp
CuAAC Cicloadicion
azida-enolato
N
-
\
N

1,2,3triazoles

Fuente: elaboracién propia.
Este capitulo se describe en dos partes, (i) el desarrollo de nuevas metodologfas de
sintesis y (ii) su aplicacién en el desarrollo de los nuevos compuestos antifingicos.
Desarrollo de nuevas metodologifas para la obtencién de 1, 2, 3-triazoles via
cicloadiciones 1, 3-dipolar azida-enolato
Obtencion de 1, 2, 3-triazoles-1, 4, 5-trisustituidos a partir de alcoholes bencilicos.
Recientemente (Gonzdlez Calderdn et al., 2015), los autores reportaron el desarrollo

de un procedimiento simple para preparar de manera eficiente 1, 2, 5-triazoles-1,
4, 5-trisustituidos a partir de alcoholes bencilicos (esquema 6). La presencia de
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difenilfosforilazida (DPPA) y cetonas activas (benzoilacetonitrilo, acetoacetato
de etilo, dibenzoilmetano y acetilacetona) permitieron la cicloadicién azida-enolato
(3 + 2) mediante el uso de 1, 8-diazabiciclo [5.4.0]-7-undeceno (DBU) como base
(figura 6). Es asi que el alcance de la metodologia se demostré mediante la identificacién
espectroscépica y espectrométrica de diecisiete ejemplos. Dichos alcances permitieron
observar el uso de alcoholes bencilicos aromdticos como de algunos heterociclos, asi
como el uso de alcoholes bencilicos primarios como secundarios.

Figura 6. Sintesis de 1, 2, 5-triazoles-1, 4, 5-trisustituidos a partir de alcoholes bencilicos

(DPPA) O
PhO—ll’—OPh
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Elaboracién propia.

En esta etapa de los estudios, aun no es posible para los autores defender y definir
un mecanismo de reaccion; sin embargo, en el figura 7, se propone una posible ruta
en cuatro pasos. Un equivalente de DBU es necesario para una azidacién efectiva,
entonces el enolato generado in situ por la accién de un segundo equivalente DBU
conduce a la cicloadicién azida-enolato (3 + 2).
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Figura 7. Se demostré la reproducibilidad de la metodologfa, obteniendo asi diecisiete
ejemplos que permiten visualizar el alcance del protocolo
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Elaboracién propia.
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Figura 8. Posible mecanismo de reaccién propuesto para cicloadicién azida-enolato (3 + 2)
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Elaboracién propia.

Obtencion de 1, 2, 3-triazoles-1, 4, 5-trisustituidos a partir de halogenuros de alquilo

Continuando con la bdsqueda de nuevas alternativas de sintesis para los
1, 2, 3-triazoles, los autores han reportado (Gonzdlez Calderdn et al., 2015) la pre-
paracién de 1, 2, 3-triazoles-1, 4, 5-trisustituidos mediante el acoplamiento de tres
componentes: un halogenuro de alquilo, azida de sodio y una cetonas activa, a través

de la cicloadicién 1, 3-dipolar azida-enolato (figura 9).

Figura 9. Sintesis de 1, 2, 3-triazoles-1, 4, 5-trisustituidos a partir de halogenuros de alquilo
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Elaboracién propia.
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Esta nueva metodologia demostrd su eficiencia mediante una amplia variedad de
halogenuros de alquilo, incluidos cloruros, bromuros y yoduros, asi como derivados

primarios y secundarios, como se muestra en la figura 10.

Figura 10. Sintesis de 1, 2, 3-triazoles 1, 4, 5-trisustituidos a partir de halogenuros de alquilo
mediante acoplamiento con cetonas activas
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Elaboracién propia.

Obtencién de 1, 2, 3-triazoles-1, 5-disustituidos a partir de alquil/arilazidas y

[-cetofosfonatos

A diferencia de las metodologias anteriores (obtencién de triazoles tri-sustituidos),
en esta ocasion, los autores desarrollaron una metodologfa para obtener triazoles
disustituidos (posicién 1y 5) (Gonzédlez Calderdn et al., 2016) mediante un enfoque
simple y eficiente para una sintesis altamente regioselectiva. El acoplamiento a través
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de la cicloadicién 1, 3-dipolar de aril/alquil azidas y B-cetofosfonatos es promovido
por KOH en disolventes grado reactivo (acetonitrilo o tetrahidrofurano) (figura 11).

Figura 11. Sintesis de 1, 2 ,3-triazoles-1, 5-disustituidos mediante el uso de f-cetofosfonatos
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Elaboracién propio.

Los alcances de la metodologia fueron diversos, los cuales fueron demostrados en
azidas alquilicas y arilicas. Asi mismo, el uso de sustratos alquilicos como arilicos
en los B-cetofosfonatos también fueron evidentes (esquema 12). Se obtuvieron un
total de diecisiete compuestos los cuales fueron plenamente identificados por técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

En la figura 13 se muestra un posible mecanismo de reaccién. El carbanién fos-
forilo estabilizado 13a promovido por el grupo hidroxilo permite que el acoplamiento
altamente regioselectivo con el grupo azida 13b forme el correspondiente oxafosfetano
13c. La aromatizacién del anillo produce el producto derivado de fosfato libre, que se
separa fécilmente del producto deseado 12 simplemente lavando con agua.
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Figura 12. Sintesis de 1, 2, 3-triazoles 1, 4, 5-trisustituidos a partir

de aril/alquil azidas y B-cetofosfonatos
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Elaboracién propia.

Figura 13. Posible mecanismo propuesto para cicloadicién azida-enolato (3 + 2)
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Elaboracién propia.



Desarrollo de nuevas moléculas con actividad antifingica
Obtencidn de andlogos del miconazol

En 2016, los autores describieron la obtencién de siete andlogos de miconazol que
implicaron nucleos de triazol 1, 4, 5-tri y 1, 5-disustituido sintetizados mediante ci-
cloadiciones azida-enolato 1, 3-dipolar (figura 14) (Gonzdlez Calderén et al., 2016).

Figura 14. Resumen grifico que describe la sintesis y evaluacién bioldgica

de andlogos del miconazol

Elaboracién propia.

La actividad antifingica de estos compuestos se evalué in vitro frente a cuatro hongos
filamentosos, incluidos Aspergillus fumigatus, Trichosporon cutaneum, Rhizopus oryzae
y Mucor hiemalis, asi como tres especies de Candida spp. como ejemplares de levadura.

El estudio empez con la sintesis del alcohol 15b (figura 15) como intermediario
estratégico, el cual se obtuvo a partir del 2, 4-diclorobenzaldehido (comercialmente
disponible) via una epoxidacién Corey-Chavkowsky para obtener asf el compuesto

15a el cual sufrié una apertura debido a la introduccién del heterociclo imidazol.
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Figura 15. Estrategia sintética para obtener el alcohol (15b) y la azida (15c¢), plataformas para la
obtencidn de los correspondientes andlogos del miconazol
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Elaboracién propia.
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Una vez que se obtuvo el compuesto 15b, este sirvié como plataforma para obtener
triazoles trisustituidos andlogos del miconazol utilizando la metodologfa descrita
previamente segtin se discutié en el apartado 2.1 (obtencién de 1, 2, 3-triazoles-

1, 4, 5-trisustituidos a partir de alcoholes bencilicos). Dicha estrategia sintética

permitié el desarrollo de cuatro compuestos andlogos del Miconazol segtin se describe

en la figura 16.
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Figura 16. Sintesis de triazoles 1, 4, 5-trisustituidos (16) (andlogos de miconazol)

a partir del alcohol (15b) mediante acoplamiento con cetonas activas
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Elaboracién propia.

Por otro lado, la subsecuente funcionalizacién del alcohol 15b, permitié obtener
la azida 15c, el cual sirvié como plataforma para llevar a cabo la obtencién de
triazoles disustituidos andlogos del miconazol segin la metodologia descrita en el
apartado 2.3 (obtencién de 1, 2, 3-triazoles-1, 5-disustituidos a partir de alquil/
arilazidas y B-cetofosfonatos). Dicha estrategia sintética permitié el desarrollo de
tres compuestos andlogos del miconazol segtin se describe en la figura 17. Una vez
identificados plenamente los andlogos del miconazole por métodos espectroscépicos
y espectrométricos se procedié a su evaluacién antifingica in vitro.

Los compuestos 16a-d y 17a-c se evaluaron para observar una posible actividad
antifdngica iz vitro contra cuatro hongos filamentosos (Aspergillus fumigatus ATCC-
16907, Trichosporon cutaneum ATCC-28592, R/az'zopus oryzae ATCC-10329 y Mucor
hiemalis ATCC-8690), asi como tres especimenes levaduriformes (Candida wutilis
ATCC-9226, Candida albicans ATCC-10231 y Candida tropicalis ATCC-13803).

Se adoptaron métodos estandarizados de cLsi para llevar a cabo las pruebas
microbiolégicas. El método de microdilucién M38-A2 (National Committee for
Clinical Laboratory Standards Institute (cLs1) 2002; Barry, 2007; Espinel-Ingroff
et al, 2007: 209-241) se utilizé para determinar la susceptibilidad de los hongos
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filamentosos; por otro lado, el método M27-A3 CLSI, 2008; Espinel-Ingroft, 2007:
173-208; Fothergill, 2012) se utilizé para la evaluacién de las levaduras de Candida.

Figura 17. Sintesis de triazoles 1, 5-disustituido (andlogos del miconazol)
a partir de la azida (15c) mediante su acoplamiento con B-cetofosfonatos
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Elaboracién propia.

Las actividades antifingicas de los compuestos evaluados biolégicamente se
compararon con el itraconazol, un firmaco antifingico estdndar. Los valores de
concentracién minima inhibitoria (cMm1) de los compuestos sintetizados asi como
del firmacos estdndar, estdn expresados en microgramos por mililitro, los cuales se
determinaron en placas de 96 pocillos utilizando medio RPMI 1640 tamponado con
MOPS (4cido 3- [N-morfolino] propano sulfénico; Aldrich).

La actividad antifingica de los compuestos evaluados se resume en la tabla 1.
Los compuestos 16b, 16d y 17b mostraron buena actividad contra C. albicans y
C. tropicalis (CMI 0.03, 0.06 y 0.03 pg/ml respectivamente) en comparacién con
el itraconazol (CMI 0.03 pg/ml). Dichos compuestos demostraron ser “sensibles™

segun los pardmetros de sensibilidad del documento M27-A3 (tabla 2). Por otro lado,
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el resultado antifiingico del compuesto 16d mostré que era mejor o comparable al
itraconazol frente a los hongos filamentosos de 7. cutaneum, R. oryzae y M. hiemalis
(CMI 0.12 frente a 1.0; 0.5 frente a 0.5; y 0.25 frente a 1.0 pg/ml, respectivamente).
El compuesto 17b demostré una inhibicién moderada del crecimiento de A. fumi-
gatus (MIC 0.5 pg/ml) en comparacién con el medicamento estdindar (MIC 0.25
pg/ml). En contraste con los resultados observados para un sustituyente arilo,
estos resultados indican claramente que un grupo alquilo en el triazol 5-sustituido
promueve la actividad bioldgica de este tipo de compuesto. Ademds, el sustituyente
probablemente permita una mejor interaccién con la enzima 14-o-desmetilasa
(P45014DM, CYP51) (Sheng et al., 2006; Ji et al., 2000), lo que lleva a su inhibicién
selectiva y, por lo tanto, a la inhibicién del crecimiento de la célula fingica.

Tabla 1. Actividades antifiingicas iz vitro para los compuestos sintetizados

(concentracién minima inhibitoria, pg/ml)

Hongos levaduriformes ~ Estdndar 16a 166 16¢ 16d 17a 176 17c
Candida utilis 0.06 16 16 16 0.25 16 2 16
Candida albicans 0.03 16 0.03 16 0.06 16 0.03 4
Candida tropicalis 0.03 16 0.06 16 0.06 8 0.03 1
Hongos filamentosos

Aspergillus fumigatus 0.25 16 16 16 2 16 0.5 16
Trichosporon cutaneum 1 16 16 16 0.12 16 8 16
Rhizopus oryzae 0.5 8 8 16 0.5 2 8 16
Mucor hiemalis 1 16 16 16 0.25 0.12 16 16

“Itraconazol

Elaboracién propia.

14§”, “SDD” y “R” estdn representados por valores estandarizados (breakpoints, valores limite o
puntos de corte) utilizados para apreciar el valor clinico del resultado de la prueba antimicética i vitro
y predecir la respuesta de los pacientes infectados. La sensibilidad depende de lograr las dosis méximas
en plasma (breakpoints) para obtener una respuesta 6ptima. Para itraconazol, una CIM dentro del rango
de dosis dependiente de la dosis (SDD) indica la necesidad de concentraciones Plasmdticas de 0.25 a
0.5 mg/ml para una respuesta dptima. Los breackpoints para el itraconazol definidos en la literatura se
describen en la tabla 2 (Para un mayor entendimiento ver Espinel-Ingroff 2007: 173-208).
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Tabla 2. Determinacién de sensibilidad para levaduras (conforme al documento M27-A3):
Susceptible (S), sensible dependiente de la dosis (SDD) y resistente (R)

Compuesto Candida utilis Candida albicans Candida tropicalis

16a R R R

16b R S S

16c R R R

16d SDD S S

17a R R R

17b R S S

17¢ R R SDD
Estdndar® S S S

“Itraconazol. Criterio de interpretacién: Valores limite (MIC, pg/ml) = 0.12 [S], 0.25-0.5 [SDD], 1 [R]

Elaboracién propia.

En resumen, la cicloadicién 1, 3-dipolar de azida-enolato permitié la sintesis de
siete andlogos de miconazol con nucleos de triazol 1, 4, 5-tri y 1, 5-disustituido. Los
estudios preclinicos mostraron que los compuestos 16b, 16d y 17b tienen un buen
alcance contra C. albicans y C. tropicalis. Se ha demostrado un espectro mds amplio
de 16d contra hongos filamentosos (T. cutaneum, R. oryzae y M. hiemalis). Debido a
la buena/excelente actividad biolégica de estos andlogos de miconazol demostrada por
el contraste con el fdrmaco de referencia, éstos pueden considerarse como compuestos
candidatos para futuros estudios biolégicos complementarios.

Obtencién de andlogos de nucledsidos

En 2016 (Gonzédlez Calderdn et al., 2016) los autores reportaron por primera vez
un nuevo tipo de compuestos descritos como carbonucledsidos 1’-homo-N-1,2,3-
triazol-biciclicos (figura 18).

La cicloadicién de azida-enolato (3 + 2) permitié la sintesis de este nuevo tipo
de compuesto. La actividad antiftingica se evalud in vitro frente a cuatro hongos
filamentosos asi como con nueve especies de Candida spp., especimenes levaduriformes.
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Figura 18. Resumen grifico que describe la sintesis y evaluacién bioldgica de andlogos nucleosidicos

Elaboracién propia.

La sintesis involucrd el uso de la ‘lactona de Corey’ 19a (figura 19) como el precursor
clave proveedor del anillo de pseudoazucar (ciclopentano) requerido para la
configuracién altamente estereoespecifica de todos los grupos funcionales adecuados.
Se planificé una estrategia de proteccién y desproteccién conveniente para los
alcoholes para la posterior obtencién del siguiente intermediario clave 19d
(derivado yodado), el cual sirvié6 como plataforma para la aplicacién de la estrategia
sintética previamente descrita en el apartado 2.2 (obtencién de 1, 2, 3-triazoles-
1, 4, 5-trisustituidos a partir de halogenuros de alquilo), esto permiti6 el desarrollo de
dos compuestos andlogos nucleosidicos 19g y 19h.

La actividad antifiingica de los compuestos 19g y 19h fueron evaluados iz vitro
contra cuatro hongos filamentosos (Aspergillus fumigatus ATCC-16907, Trichosporon
cutaneum ATCC-28592, Rhizopus oryzae ATCC-10329 y Mucor hiemalis ATCC-
8690), asi como para Candida utilis ATCC-9226, Candida albicans ATCC-10231
y Candida tropicalis ATCC-13803 como especimenes levaduriformes. Ademds, otras
cepas para Candida spp. (C. lipolytica, C. pseudotropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C.
glabrata'y Candida famata) se recolectaron de pacientes hospitalizados y se evaluaron
bajo los mismos protocolos de estudio.
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Figura 19. Ruta sintética para la obtencién de los andlogos nucleosidicos
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(i) PBCI, Py anh., DCM. (ii) AICl3, MeOH, 60 °C. (iii) PPhs, I, Imidazol, MeCN anh. 80 °C.(iv) Para el compuesto 19e: NaNj,
DMF anh., 60 °C, entonces acetilacetona, DBU, 60 °C. Para el compuesto 19f: NaN;, DMF anh, 60 °C, entonces
2-benzoilacetofenona, DBU, 60 °C. (v) DBN, MeOH.

Elaboracién propia.

Los materiales y métodos para la evaluacién bioldgica de los compuestos 19g y 19h
son los mismos que para aquellos descritos en la seccién 3.1, por lo que se omiten
para evitar la redundancia.

La actividad antifingica de los compuestos evaluados se resume en la tabla 3. Los
compuestos 19g y 19h mostraron buena actividad en algunas de las cepas de levadura,
incluyendo C. uzilis, C. lipolytica, C. glabrata y C. famata, demostrando sensibilidad
de acuerdo con Los pardmetros del documento M27-A3 (tabla 4). Sélo se observé
una ligera actividad antifingica contra C. albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C.
krusei'y C. parapsilosis. Mientras que hubo una resistencia evidente por M. hiemalis,
se encontr una ligera actividad contra el resto de los hongos filamentosos analizados

(A. fumigatus, T. cutaneum 'y R. oryzae).
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Tabla 3. Actividades antifiingicas iz vitro para los compuestos sintetizados

(concentracién minima inhibitoria, pg/ml)

Hongos levaduriformes Estdndar® Compuesto 19¢ Compuesto 19 b
Candida albicans 0.03 0.25 2
Candida tropicalis 0.25 0.5 2
Candida utilis 0.25 0.12 0.12
Candida lipolytica 0.03 0.12 0.12
Candida pseudotropicalis 0.12 0.5 1
Candida krusei 0.25 4
Candida parapsilosis 0.12 2
Candida glabrata 0.06 0.5 0.5
Candida famata 0.06 0.06 0.5
Hongos filamentosos
Mucor hiemalis 4 >16 >16
Aspergillus fumigatus 0.5 4 8
Trichosporon cutaneum 2 8 >16
Rhizopus oryzae 1 4 8

“[traconazol

Elaboracién propia.

Tabla 4. Determinacién de sensibilidad para levaduras (conforme al documento M27-A3):
Susceptible (S), sensible dependiente de la dosis (SDD) y resistente (R)

Hongos levaduriformes Compuesto 19¢ Compuesto 19h Estandar
Candida albicans SDD R S
Candida tropicalis SDD R SDD
Candida utilis S S SDD
Candida lipolytica S S S
Candida pseudotropicalis SDD R S
Candida krusei R R SDD
Candida parapsilosis R R S
Candida glabrata SDD SDD S
Candida famata S SDD S

‘Itraconazol. Criterio de interpretacién: Valores limite (MIC, pg/ml) = 0.12 [S], 0.25-0.5 [SDD], 1 [R].
Elaboracién propia.

Por dltimo, aunque los valores de CMI reportados para los estdndares de referencia no
fueron consistentes para los estudios reportados en la seccién 3.1y 3.2 debido al uso
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de distintos lotes comerciales del itraconazol (95% y 98% de pureza), tales valores se
consideran vdlidos de manera independiente ya que los ensayos se realizaron siempre
por triplicado.

En resumen, sea han reportado la primera sintesis de un nuevo tipo de compuestos,
1-homo-N-1, 2, 3-triazol-carbonucledsidos biciclicos, representados por 19gy 19h, que
mostraron buena actividad contra algunas de las cepas de levadura probadas. Por otra
parte, la cicloadicién 1, 3-dipolar azida-enolato se empleé como estrategia sintética.
Estos reportes hacen que tales estudios sean un gran avance en el campo de la quimica
de los nucleésidos. El estudio preclinico de estos compuestos muestra un buen alcance
antimictico para Candida spp. que representa nuevas pistas para un mayor desarrollo
del farmacomodulador en esta serie.

CONCLUSION

En este capitulo se describieron (i) el desarrollo de tres nuevas metodologias de sintesis
para la obtencién del nicleo del heterociclo 1, 2, 3-triazol (farmacéforo ampliamente
reconocido en la farmacologfa), y (ii) su aplicacién en el desarrollo de los nuevos
compuestos antifiingicos (andlogos del miconazol y derivados nucleosidicos),
sustancias que fueron evaluadas biolégicamente por estudios iz vitro antimicéticos.

Tales metodologias sintéticas (sintesis de triazoles a partir de alcoholes, halogenuros
de alquilo y B-cetofosfonatos) se describen como nuevas alternativas para acceder a
dichos heterociclos nitrogenados ampliando asf la librerfa de los métodos sintéticos
convencionales.

Los estudios biolégicos 77 vitro de los andlogos del miconazol y nucleosidicos se
describen como el primer paso (segtin protocolos internacionales de desarrollo de
firmacos) que sientan las bases, para una continuacién a futuro de estudios in vitro
complementarios (toxicolégicos, citotdxicos, genotéxicos, entre otros), asi como de
estudios 77 vivo. Los compuestos que mostraron actividad biolégica prometedora en
tales estudios, habrdn de considerarse como moléculas lider, sobre los cuales se hardn

modificaciones estructurales con la intencién de optimizar la accién antimicdtica.
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