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RESUMEN

La N-acetilacién es un paso metabdlico catalizado por N-acetil-transferasas. Que
intervienen en la transferencia del grupo acetilo de la Acetil Coenzima A al sustrato. La
reaccién ocurre en dos pasos secuenciales. Inicialmente la Acetil-Coenzima A se enlaza
a la enzima y el grupo acetilo es transferido al sitio activo (residuo de cisteina; Cis®® en el
humano), liberandose la Coenzima A. En el segundo paso el grupo acetilo es transferido

desde la enzima acetilada al grupo amino del sustrato con la regeneracion de la enzima.

La enzima NAT2 puede activar o inactivar aminas carcinogénicas aromaticas o
heterociclicas y xenobiéticos dependiendo del tipo de acetilacion: O- acetilacion que por lo
general activa carcinégenos ambientales y N-acetilacion que se considera que los

inactiva.

Los polimorfismos en este gen pueden afectar la susceptibilidad individual a estos
compuestos. Dependiendo del tipo acetilador lento o rapido, un individuo puede estar
predispuesto a cancer de colon, pulmén, vejiga, cabeza, cuello y mama, y algunas
enfermedades como el asma, Parkinson, Alzheimer, entre otros. Esto también afecta la

efectividad de algunos farmacos y la toxicidad de diversos xenobiéticos.

Objetivo: Caracterizacién del fenotipo acetilador de la poblacion chiricana. Este
conocimiento puede contribuir en el establecimiento de posibles factores de riesgo de
esta poblacién a la exposicién de algunos farmacos y contaminantes ambientales y a

la predisposicion a ciertos tipos de patologias.

Metodologia: Se determiné el fenotipo acetilador utilizando cafeina como
sustancia sonda. Se tomé una muestra representativa de 52 individuos a los cuales se

analizaron mediante una técnica por HPLC la eliminacién urinaria de los metabolitos

14



AFMU 1-MX. La actividad de AFMU se determiné en base a la razén molar AFMU/1-MX

de estos dos metabolitos.

Resultados: Se observé una distribucién bimodal que permite clasificar a la
poblacién estudiada en un 67 por ciento de acetiladores rapidos y 33% de acetiladores

lentos.

Conclusién: Estos resultados son cercanamente coincidentes con los reportados
previamente por Arias, et al., (2002), en poblacién indigena chiricana y en otras

poblaciones de Centroamérica

Palabras claves: Acetilador, fenotipo, cafeina, genes, farmacogenética.
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ABSTRACT

N-acetylation is a metabolic pathway catalyzed by n-acetyltransferases. These
enzymes intervene in the transference of the acetyl group of acetyl-CoA to a substrate.
The reaction occurs in two sequential steps: first, acetyl-CoA binds the enzyme, and the
acetyl group is transferred to the active site (a residue of cysteine, Cis in humans), and
acetyl-CoA is liberated. Then, the acetyl group is transferred from the acetylated enzyme
to the amine group of the substrate with the regeneration of the enzyme.

The enzyme NAT2 can activate or inactivate carcinogenic aromatic amines or
heterocyclic compounds and xenobiotics depending on the type of acetylation:
O-acetylation is associated with the activation of environmental carcinogens, and
N-acetylation inactivates them.

The polymorphisms of this gene can affect the individual susceptibility of the
compounds. Determined by the acetylator, whether fast or slow, the individual might be
predisposed to various types of cancer like colon, lungs, bladder, brain, neck, or mammary,
and illnesses like asthma, Parkinson's, Alzheimer's, etc. The effectiveness of drugs and
the toxicity of certain xenobiotics is also affected.

Objective: To characterize the acetylator phenotype of the population of the
Chiriqui Province. This knowledge can contribute to establishing risk factors for the
population when exposed to certain drugs, environmental pollution, and their
predisposition to illnesses.

Methodology: The acetylator phenotype was determined using caffeine as a
metabolic probe. A representative sample of 52 individuals was analyzed by employing the
technique of high-performance liquid chromatography (HPLC) of the urinary elimination of
the AFMU 1-MX. The activity of the AFMU was established based on the molar ratio

AFMU/1-MX.

16



Results: A bimodal distribution was observed, which allowed us to classify 67% of
the individuals as fast acetylators and 33% as slow acetylators.

Conclusion: These results are closely matched with the ones reported previously
by Arias et al. (2002) in the indigenous population of Chiriqui Province and other
populations of Central America.

Keywords: Acetylator, phenotype, caffeine, gene, pharmacogenetic.
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1.1. ASPECTOS GENERALES DEL PROBLEMA

Estudios étnicos indican que una alta proporcion (del 40 al 60%) de caucasicos y
africano-americanos son acetiladores lentos, 80 a 90% de Japoneses Yy esquimales
canadienses son acetiladores rapidos, y aproximadamente 20% o menos de la
poblacién egipcia y ciertas poblaciones judias son acetiladores rapidos. (Arias, et al,,

2002).

Existen pocos estudios en poblaciones mestizas de América. Sin embargo debido
al extenso mestizaje ocurrido en estas regiones la caracterizacion fenotipica y genotipica
del patrén de metabolismo es de gran interés porque puede ser determinante de los
efectos tanto farmacolégicos como téxicos de farmacos Yy diversos pululantes

ambientales y de la predisposicion a ciertas enfermedades.

La poblacién mestiza de Panama ofrece la particularidad de una extensa mezcla
racial, entre los tres principales componentes: el blanco generalmente de origen
europeo, el componente negro, generaimente de origen africano y el componente
indigena generalmente nativo de la region. Arias, et al.,(2002) Existen muy pocos
estudios farmacogenéticos con poblaciones con estas caracteristicas, por lo que
consideramos de gran importancia determinar el fenotipo acetilador de esta poblacion,
con el fin de poder establecer posibles riesgos en el uso de multiples medicamentos y

xenobiéticos en general que son metabolizados por esta via.

Existen pocos datos documentados sobre el metabolismo de xenobidticos en la
poblacién panamefia en cuanto a caracteristicas genéticas se refiere. El campo de
estudio se ha limitado a investigaciones realizadas en nuestros indigenas. Cada dia es
mas notoria la influencia de las diferentes etnias en nuestra poblacion, por lo que es de
interés el estudio de estas mezclas interraciales (mestizaje) y tratar de determinar si las

mismas podrian ser factores de riesgo frente a contaminantes ambientales, reacciones a

19



alimentos y medicamentos o si existe una predisposicién a ciertas enfermedades y al

fracaso en los tratamientos de las mismas.

20



1.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.0 iv ral

Caracterizacién del fenotipo acetilador de la poblacién chiricana. Esto contribuira a
determinar si existen factores de riesgo en la poblacion expuesta a farmacos y pululantes

ambientales ademas de predisposicién a ciertos tipos de patologias.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Validar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucién para
determinar los metabolitos de cafeina AFMU y 1-metilxantina (1-MX) en muestras
de orina.

2. Determinar el fenotipo acetilador en poblacion chiricana a partir del analisis de la
razén molar de los metabolitos AFMU/1-MX en orina después de administracion de
cafeina como sustancia sonda.

3. Determinar mediante una encuesta algunas patologias en familiares cercanos a
los voluntarios investigados que han sido relacionadas en la literatura con ciertos

patrones metabdlicos de acetilacion.
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2.1. ANTECEDENTES

Segin Arias, et al, (2002), Panama posee un alto porcentaje
(aproximadamente un 85%) de poblacién mestizada, cuyas poblaciones ancestrales
principales son negras, indigenas y blancas. Estos aportan al fondo comun de genes
38.72 %, 35.87% y 25.40% respectivamente. Esta proporcién, sin embargo tiene
variantes significativas en las diferentes provincias, las cuales estan relacionadas
principalmente con el aporte de genes de inmigrantes de origen negro que llegaron a
Panama durante la colonia y la posterior construccion del Ferrocarril y del Canal. Segun
estos autores la mezcla racial de la poblacién chiricana presenta un 5.56% de genes
negros, 50.6% de genes indigenas y 43.8% de genes blancos, siendo esta provincia la
que presenta mayor contribucién de genes indigenas y menor contribucién de genes

negros al pool comun.

Es reconocido actualmente el papel determinante de las diferencias individuales e
interétnicas en la predisposicién a muchas enfermedades y en la respuesta a sustancias
exégenas. Las bases moleculares de estas diferencias se asocian con los llamados
“polimorfismos genéticos” los cuales son variaciones en la secuencia del &cido
desoxirribonucleico (ADN) en un locus determinado.

Se define polimorfismo como la existencia simultanea en una poblaciéon de
genomas con distintos alelos para un locus determinado (Luque, et al., 2002). Los alelos
son variaciones de la secuencia de ADN presente en un locus o posicién definida en un
cromosoma. Consecuentemente, en una célula diploide cada locus autonomico esta
ocupado por dos alelos, uno de origen paterno y otro materno, situados en dos
cromosomas homélogos. El grado de polimorfismo de una poblacién viene determinado
por el nimero de alelos distintos existentes para un locus concreto y se refleja en el grado

de heterocigosis, o proporcion de individuos heterocigoticos que forman parte de una
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poblacién (Luque, et al., 2002). Los polimorfismos genéticos pueden ser usados como
marcadores para determinar ciertos patrones ylo procesos. Ademas, pueden ser utilizados
para establecer parentescos. Igualmente  la comparacion de dos grupos de
polimorfismos genéticos de dos especies diferentes puede dar lugar a una mejor
clasificacion.

Los polimorfismos son causas de las diferencias en la actividad de enzimas
metabolizantes y proteinas transportadoras de xenobiéticos, y a nivel de proteinas
receptoras de diferentes sustancias tanto enddégenas como exdgenas.

Un fenotipo es cualquier caracteristica o rasgo observable de un organismo, como
por ejemplo su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiologia vy
comportamiento.

Los fenotipos resultan de la expresion de los genes de un organismo, asi como de
la influencia de los factores ambientales, y de las posibles interacciones entre ambos.

El analisis de las caracteristicas tanto fenotipicas como genotipicas es de gran
utilidad para el adecuado entendimiento y analisis de los mecanismos involucrados en la
susceptibilidad individual o poblacional a ciertos téxicos y contaminantes, asi como ala
predisposicion a ciertas patologias.

En las ultimas décadas ha existido un interés creciente en el estudio de fenotipos o
enfermedades que afectan con especial intensidad a grupos indigenas de America y que
los diferencian de poblaciones Caucésicas. Existe informacién creciente de la transmision
de alguno de estos fenotipos o enfermedades, a las poblaciones mestizas
contemporaneas con ancestro indigena americano y ancestros africanos, poblaciones que
estan distribuidas en la mayor parte de los nucleos poblacionales de Centro y

Sudameérica.
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2.2. Metabolismo de Xenobiéticos

1. Enzimas metabolizadoras

Una enzima es una proteina que cataliza la velocidad de los diferentes
procesos biogquimicos y fisiolégicos del organismo. Los polimorfismos genéticos, pueden
afectar sutiimente el nivel de expresion, estructura, o la actividad catalitica de enzimas
metabélicas y reparadoras del DNA.

Cuando un polimorfismo genético afecta a una molécula enzimatica involucrada
en el metabolismo de xenobiéticos determinara el grado de respuesta a sus sustratos
especificos. Si éstos son farmacos, variara la respuesta o la toxicidad de los mismos. Si
son xenobi6ticos ambientales, su accién nociva podra variar dependiendo si la enzima
especifica se encuentra en su forma activa o inactiva.

Una gran cantidad de enzimas metabolizantes de xenobibticos exhiben
polimorfismos genéticos. Sin embargo las de mayor importancia clinica son las
isoenzimas del Citocromo P-450 (CYP450) encargadas del metabolismo oxidativo, entre
las cuales las del CYP2D8, CYP3A4 y CYP2C19 son las de mayor relevancia. Entre las
enzimas que catalizan reacciones metabolizantes de Fase Il esto es reacciones de
conjugacién son de mucha importancia clinica los polimorfismos a nivel del sistema

NAT1-NAT2 (N-Acetiltransferasa).
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Las reacciones que sufren los xenobitticos durante su metabolismo se
encuentran divididas en dos fases como lo muestra la figura N°1:

FIGURA N°1.
Etapas en la biotransformacién de xenobioticos.

Biotransformacion de xenobidticos

A Y

Eliminacién :mﬁ:ﬁ““ﬂw
(detoxificacién) i

Los xenobidticos sufren distintos procesos en el organismo, encaminados a facilitar su eliminacion y evitar su acumulacién y
potenciales efectos téxicos. Los procesos se agrupan en fases. En la Fase |, los xenobidticos sufren reacciones de
funcionalizacién de distinta naturaleza, destinadas a introeducir nuevos grupes funcionales en la molécula. Enla Fase //, los
metabolitos son conjugades con moléculas endégenas, lo que finalmente facilita notablemente su eliminacion del organismo
(Fase Ill). (Tomada de metabolismo de xenobi6ticos, pdf.)

Las reacciones principales de la Fase | del Metabolismo son oxidacion,
reduccién e hidrolisis siendo la mas comun la de oxidacion. Esta es mediada por el
sistema enzimatico conocido como Citocromo P450, CYP450 (Gonzélez, et al., 2001).
Este sistema metabélico, conocido también como “sistema oxidasa de funcién mixta
cataliza la insercién de un atomo de oxigeno molecular en un sustrato (Diaz, 2003). Esta
reaccion convierte a los xenobidticos en sustancias electréfilas activas que pueden
interactuar con moléculas de ADN, ARN vy proteinas. El sistema utiliza NADPH como
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donador inicial de electrones, oxigeno molecular como oxidante y presenta ademas una
amplia especificidad de sustrato. Aunque este sistema oxidativo forma parte de muchos
tejidos, el sitio principal de oxidacién de la mayoria de los xenobiédticos es el reticulo
endoplasmatico liso del higado.

FIGURA N°2.
Representacién esquematica de ejemplos de reacciones.

Reaccién de Fase I: reacciones en las que se introducen nuevos grupos
funcionales en la molécula aumentando su polaridad y reactividad
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Reaccién de Fase I1: Conjugacién con moléculas enddgenas de la célula,
por ej. dcido glucorédnico, aumentando notablemente su solubilidad
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(Fase 1y Fase 2) del metabolismo de farmacos y xenobioticos.

Los metabolitos intermedios procedentes de la biotransformaciéon de Fase 1 son
altamente reactivos y pueden ser muy peligrosos si se combinan con elementos
macromoleculares estructurales o enziméaticos de la célula. Por ello existen otras enzimas
que inmediatamente los unen o conjugan a una macromolécula endégena, lo cual
estabiliza el metabolito reactivo intermediario y hace a la molécula mas polar
(hidrosoluble), facilitando de este modo su excrecién posterior principalmente por via

renal. Estas reacciones de conjugacién son las biotransformaciones de Fase II.
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FIGURA N°3.

Principales enzimas metabolizadoras de las fases Iyll.

[Fase | ~CYP1A12 Fase N
~CYP1B1
pusdo CYP2AE

hidrolasas ;

esterases |

| olras CYFP2B6
pPo | | [/ cyrace
{ otras
- R N St
SR UGTs

CYP206

CYP2E1

TPMT

Las enzimas de fase 1 introducen grupos funcionales a la molécula. Las enzimas de Fase 2 conjugan al farmaco con una
sustancia endégena. Todas estas enzimas tienen polimorfismos asociados con cambios en el metabolismo de los farmacos.
ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH, aldehido deshidrogenasa; CYP, citocromo 450, DPD, dihidropirimidina
deshidrogenasa; NQO, NADPH: quinina oxidorreductasa o DT diaforasa; COMT, catecol O-metiltransferasa; GST, glutation
S-transferasa; HMT, histamina metiltransferasa; NAT, n-acetiltransferasa; STs, sulfotransferasa; TPMT, tiopurina
metiltransferasa; UGTs, uridina 5'-trifosfato glucoronosiltransferasas. (Evans, et al., 1999).

En la Fase |l diversas reacciones de conjugacion afladen una molécula organica
al xenobidtico, que puede encontrarse en forma original o como metabolito oxidado
proveniente de la Fase |. Este proceso reduce generalmente la toxicidad del compuesto
(Dunning, et al., 1999).

Las enzimas encargadas de estos procesos son principalmente de tipo
transferasas. Dentro de las reacciones metabdlicas de Fase 2 destacan:

v Conjugacion con acido glucorénico mediada por la glucoroniltransferasa.
v Conjugacién mercaptarica: Aqui interviene la glutation-S-transferasa (GST). En

ésta conjugacién se pierden sustancias biologicamente activas como el glutation y

la cisteina.
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Sulfoconjugacién: Es catalizada por una sulfotransferasa.
Conjugaciéon con grupos metilicos: Esta reaccion requiere de la S-
adenosil-metionina como cofactor de las metiltransferasas.
v Conjugacion con el &cido acético. La acetilacion es catalizada por las
acetiltransferasas y utiliza acetil coenzima A como cofactor.
La localizacién intracelular de las enzimas de fase 2 influye en la eficacia de la
detoxificacién. En el citosol se encuentran como enzimas solubles la GST, la

sulfotransferasas y las N-acetiltransferasas.

2.3. Polimorfismo Acetilador

Las reacciones de acetilaciéon son utilizadas por xenobiéticos que tienen un radical
amino (NH2) en su molécula, especialmente aminas arométicas de tipo arilaminas o
hidracinas (Weber, 1987). Algunas sustancias, como &cido p- salicilico (PAS) (Jenne,
1965), y acido p- aminobenzoico (PABA) (La Du, 1971), se acetilan con una velocidad
similar en todos los individuos, de forma que las frecuencias de las distintas tasas de
conjugacion se distribuyen de forma unimodal. Se trata de la denominada acetilacion
monomoérfica. Por el contrario, otras  sustancias muestran grandes diferencias
interindividuales en la velocidad con la que son acetiladas, de modo que la distribucion de
frecuencias de las tasas de acetilacién de un grupo amplio de individuos se refleja en una

grafica bimodal. Es la denominada acetilacién polimérfica o polimorfismo acetilador.

Dependiendo de la variabilidad genética y la velocidad con que un individuo puede
metabolizar ciertas sustancias se le denomina metabolizador lento y metabolizador

rapido.

El polimorfismo de la N-acetilacion ha sido implicado en los efectos terapéuticos y

reacciones adversas de diversos farmacos que contienen aminas, como es el caso de la
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INH, sulfametazina, procainamida, sulfapiridina, dapsona, nitrazepam y cafeina.
Igualmente este paso metabélico se ha relacionado con la susceptibilidad a varias

enfermedades.

2.4. N-ACETILTRANSFERASAS (NATs)

En humanos se han identificados dos isoenzimas de NAT denominados NATIy
NAT2, las cuales son productos de distintos loci genéticos designados NATI y NATZ2,
respectivamente. (Blum, et al., 1990). Las NATs comparten una similitud nucleotidica del

87%, la cual se traduce en una identidad aminoacidica del 81%. (Matas, et al., 1997).

FIGURA N°4.

Estructura de la enzima NAT2.

Estructura cristalografica de la enzima NAT2 humana, Cromosoma 8p22
290 aa, Cisteina-Histidina-Aspartato.
Figura N°4 Se muestra imagen de la estructura de la enzima de NAT2 (Cristalografica) y su ubicacion a nivel de

cromosoma en la regién 8p22.

Ambos genes NATI y NAT2 muestran una pronunciada variacion alélica, con 26
diferentes NATI humanas y 29 diferentes alelos NAT2 humanos identificados hasta la

fecha. El locus NAT2 tiene alelos que contienen desde una hasta cuatro SNPs (Gross, et
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al., 1999). Los genes estan localizados en el brazo corto del cromosoma 8, mas
especificamente en la region 8P22, la cual esta comunmente detectada en humanos con

cancer (Bova, et al., 1993).

Varias poblaciones han demostrado que los alelos de NAT2 no se distribuyen en
forma aleatoria en las diferentes poblaciones sino que siguen diversos patrones de
distribucion racial/geografica. Generalmente las poblaciones han sido divididas en tres
grupos étnicos: caucasicos, asiaticos y africanos. Los primeros datos reflejan que entre un
50% y un 70% de los caucasicos y el 75% de los africanos son acetiladores lentos frente a
un 10% en asiticos. Otras poblaciones como los hispanos centroamericanos tienen

valores intermedios entre los caucéasicos y orientales.

Gonzalez, et al., (2007) en un estudio comparativo entre poblaciones de Habana
(Cuba) y Espafia encontraron que |a frecuencia de metabolizadores lentos fue similar
entre cubanos y espafioles (un 4,6 y un 4,9%, respectivamente). Sin embargo, la
prevalencia de metabolizadores ultrarrapidos fue menor en cubanos (3,8%) que en

espaiioles (5,2%).

Aproximadamente en el 50% de la poblacion de Estados Unidos, la
N-acetiltransferasa hepatica es hipoactiva. Estas personas (acetiladores lentos) requieren
mas tiempo para metabolizar los farmacos que sufren procesos de acetilacién y tienden a
ser mas susceptibles a los efectos indeseables asociados a estos farmacos (p. €j., neuritis
periférica por isoniazida, lupus eritematoso por hidralazina o procainamida, sedacion y
nauseas por fenelzina). En el resto de la poblacién, la acetilacion es rapida. En
comparacién con los acetiladores lentos, estas personas requieren mayores dosis 0
mayor frecuencia en la administracion de farmacos que son acetilados (p.ej., isoniazida)

para obtener la respuesta terapéutica deseada. En la figura N°10, se muestra la
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representacion de la ruta metabélica de la Isoniazida (INH) en NATZ2, la cual puede ser

terapéuticamente inactivada mediante acetilacion en el higado (Nanashima, et al., 2012).
La INH es metabolizada a acetil-INH por la enzima N-acetiltransferasa 2 (NAT2).

Posteriormente INH y acetil-INH son hidrolizadas, por accién de una amidasa
hepatica y producen Hidrazina (HZ) y acetil-HZ, respectivamente. La acumulacion de

estos metabolitos contribuye a la hepatotoxicidad asociada a INH. (Leiro, et al., 2011).

2.5. Arilaminas

Las arilaminas N-acetiltransferasas difieren de muchas otras transferasas
dependientes de acetil coenzima A presentes en las células. Inicialmente, se une la acetil
coenzima A a la enzima y el acetil es transferido del cofactor a la cisterna (cis68 para la

isoforma humana) de la proteina, la coenzima A es entonces liberada.

El segundo paso involucra la unién del substrato a la enzima acetilada, lo cual es
seguido de la transferencia del acetil al substrato. Finalmente, el producto acetilado es
liberado de la enzima. El primer paso de la reacciéon puede proceder en ausencia del
sustrato. La sulfametazina, procainamida y dapsona son sustratos acetilados por la NAT2
humana. Algunos compuestos como 2-aminofluoreno son excelentes sustratos para
ambas.

TABLA N°1.

Farmacos- sustratos para NAT2.

Farmacos -Sustratos para NAT2

Fenelzina

1 1-:'|-:j'-'=:
Procainamida
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Ejemplo de farmacos e actlian com ust sefﬂco a AZ. mado de Hamilton, et
al., 1986: Grant, et al., 1984; Olivera, et al., 1998; Evans, 1962).

2.6. Alelos NAT2 humano

Desde que el locus NAT2 humano fue establecido como el sitio clasico de
polimorfismos responsables de la acetilacion, el estudio de la variacién alélica de NAT2 ha
sido un area de intensa investigacion.

Hasta la fecha, 29 diferentes alelos NAT2 han sido detectados en la poblacion
humana. Cada uno de los alelos variantes se distingue por cuatro sustituciones
nucleotidicas, de las cuales 13 han sido identificadas y localizadas en el exén que codifica
la enzima. Nueve de estas producen cambios aminoacidicos (C190T, G191A, T341C,
A434C, G499A, G590A, AB03G, AB45C, G857A), mientras que cuatro son silenciosas (Tl
11C, C282T, C481T, C759T).

Diversos estudios han sido realizados para mostrar claramente la correlacion entre
el genotipo NAT2 y el fenotipo, los cuales causan un fenotipo acetilador lento que tiene un
efecto dosis-gen. Los individuos homocigotos para los polimorfismos en NAT2 tienen un
fenotipo acetilador lento, mientras que los individuos heterocigotos tienen un fenotipo
acetilador intermedio, y los individuos que carecen de los cuatro polimorfismos en NAT2
antes mencionados, tienen un fenotipo acetilador rapido (Hickman, et al., 1992).

Estudios realizados en tejido hepatico sugirieron que el fenotipo acetilador lento se
asocia con la presencia de ciertas sustituciones nucleotidicas en la regién codificante de
la proteina del gen NAT2, debido a una marcada disminucién en la concentracion de la
proteina NAT2, mientras que los niveles de RNAm de NAT2 permanecen sin cambios

(Hein, et al.,2002).
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TABLA N°2.

Alelos humanos NAT2.
Alelos Fenotipo Cambio nucleotidico Cambio aminoacidico
NAT2*5A Lento T341C, C481T lle 114 — Thr
| NATZ5B Llento
NAT2*5C Lento T341C, A803G lle 114 — Thr,
Lis268— Arg
 NAT2'5D  Lento let14— The
NAT2*5E Lento T341C, G590A lle 114 — Thr,
Arg197— GlIn
P
NAT2"6A Lento C282T,G590A Arg197— GIn
 NAT2’6B  Llento
NAT2*6C Lento C282T, G590A, A803G Arg197— Gin,
Lis268— Arg
 NAT2'6D  Lento A= G ]
NAT2*7A Lento G857A Lis 286—= Glu
. NAT27B Llento R
NAT2*10 No se sabe G499A Glu 167— Lis
 NAT211  Nosesabe [ |
NAT2*12A Rapido AB03G Lis268—— Arg
| NAT242B  Répido
NAT2*12C Rapido C481T, AB03G Lis268——= Arg
_—__
NAT2*14A Lento G191A Arg64— Gin
 NAT2'4B  Llento Argg4— Gn
NAT2*14C Lento G191A, T341C, Argﬁd'_' Gin, lle 14— Thr

C481T,A803G
Lis268 —> Arg

NAT2*14E Lento G191A, A8B03G Arged— Gln, Lis268 — Arg

NAT2*14G Lento G191A, C282T, AB03G

NAT2*18  No se sabe -~ A845C Lis 282— Thr

Ar964_' Gin, Lis268 ™ Arg

Comparacion de los diferentes alelos humanos con sus respectivos fenotipos y los cambios gue ocurren a nivel de
nucleétidos y aminoéacidos.
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Un amplio rango de actividad de N-Acetilacion es observada en humanos y ha sido
bien caracterizada por algunos autores como una distribucién bimodal y por otros como
una trimodal. El modelo bimodal clasifica a los individuos en acetiladores rapidos y lentos,
y en el modelo trimodal, los individuos son clasificados en acetiladores rapidos,
intermedios y lentos.

La frecuencia del fenotipo acetilador lento varia considerablemente entre grupos
étnicos, y esto es debido a las diferentes frecuencias de los polimorfismos que
corresponden a los alelos acetiladores lentos. Aproximadamente la mitad de los que
tienen ancestros europeos heredan dos alelos de NAT2 que se caracterizan por una
actividad de acetilacién reducida. En la poblacién caucéasica y africana la frecuencia del
fenotipo acetilador lento varia entre 40 y 70%, mientras que en la poblacién asiatica, como

japoneses, chinos, coreanos y tailandeses, el rango es de 10 a 30%.

TABLA N°3.

Porcentaje de acetiladores lentos segtin grupos étnicos.

Grupo Etnico Porcentajes (%) de
Acetiladores Lentos

Blancos-Americanos 76.0
e oy
Indios 74.3
[T Diancosburopess L w1
Africanos (Gaboén) 73.0
T
Filipinos 60.5
T Vispano-Americenos 0 . se7
Chinos 46.8

Amerindios (Colombia)

Coreanos 31.9

La tabla muestra el porcentaje acetilador lento de acuerdo a los diferentes grupos étnicos.
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2.7. NAT y la respuesta a farmacos

Los polimorfismos genéticos en la actividad de la N-acetiltransferasa fueron
inicialmente descubiertos en pacientes con tuberculosis tratados con isoniazida (INH).
Este farmaco es principalmente excretado después de la acetilacion catalizada por NATZ.
Desde entonces, se han descrito para muchos agentes terapéuticos sus propios
polimorfismos de acetilacion en humanos. Estos incluyen hidralazina, procainamida,

sulfametazina, endralazina, sulfonamidas, nitrazepam y dapsona.

Estudios iniciales mostraron que la actividad antihipertensiva de la hidralazina era
menor en acetiladores répidos y que era necesaria una dosis 40% mas alta para igualar el

efecto terapéutico comparado con los acetiladores lentos.

TABLA N°4.
Toxicidad de algunos farmacos relacionada con el fenotipo acetilador.

Farmaco Fenotipo Efectos

Sulfametoxazol Lento Hipersensibilidad

Rapido Disminuye el efecto terapéutico

Lento Interaccién con rifampicina

Sulfazalazina Lento Varias toxicidades
.~ Lemto  Hepatotoxicidad
Lento Nausea y vomito
~ Amonafida  Rapido
Procainamida Lento Lupus sistémico y eritematoso
~ Répido
p-Fenilendiamina Lento Dermatitis por contacto

La tabla muestra la respuesta acetiladora ademas del efecto téxico de algunos farmacos con grupos aminos (Butcher,
et al,, 2002).

Las Sulfas son_ N-hidroxiladas, consecuentemente individuos con hidroxilacion
rapida y acetilacion lenta estan propensos a mayor toxicidad inducida por sulfonamidas.
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La Dapsona tiene un patrén metabdlico similar por lo que individuos con una
mezcla de acetilacion lenta e hidroxilacion rapida pueden desarrollar efectos colaterales,

como neurotoxicidad o anemia hemolitica.

2.8. NAT 2y predisposicion a enfermedades

Una gran cantidad de contaminantes ambientales entre los que se incluyen el
humo del cigarrillo, el de los automéviles, el que se produce por la quema de basura al
igual que productos metabolicos presentes en carnes asadas y ahumadas. Todos estos
procesos originan  metabolitos principalmente de tipo arilaminas las cuales sufren
detoxificacion por acetilacion. Las diferencias en la actividad de enzimas acetilantes
determinan diferencias en el metabolismo de cada individuo predisponiendo a ciertas
toxicidades y al desarrollo de ciertas enfermedades entre estos el cancer de vejiga, colon
y mama, el lupus eritematoso sistémico, diabetes, enfermedad de Gilbert, enfermedad de
Parkinson (relacionada con el fenotipo acetilador lento), y ademas la enfermedad de

Alzheimer (relacionado con el fenotipo acetilador répido) (Garcia, et al., 2005).

Varios estudios han demostrado la relacién entre varios tipos de canceres y el
metabolismo de NAT. Un estudio realizado en poblacién de Eslovaquia (Klimkacova, et
al., 2011) sugiere una susceptibilidad aumentada a cancer de vejiga en acetiladores

lentos.

Se ha estudiado el cancer de mama en mujeres que consumen una gran cantidad de
carnes rojas bien cocidas (asadas). Hein, et al., 2002, han observado la relacién entre la
acetilacion lenta y el cancer de cabeza y cuello en individuos caucasicos y con el

desarrollo de cancer de eséfago y laringe en Japon.
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La actividad lenta del genotipo acetilador NAT2 se ha asociado también con
cancer de boca y faringe, mientras que la acetilacién rapida se ha asociado con una

predisposicién a cancer de pulmén en individuos fumadores (Agundez, et al., 2000).

El NAT2 puede activar sustancias pro cancerigenas mediante O-acetilacion dando
lugar a compuestos altamente reactivos y responsables de mutaciones del ADN (Hein,

2002).

En un estudio llevado a cabo en caucasicos espafioles en el que se incluyeron
1,150 casos y 1,149 controles se observé un mayor riesgo de cancer de vejiga en
individuos con genotipo NAT2 lento comparado con los individuos con genotipo rapido
(Garcia, et al., 2005). La incidencia fue mayor en los individuos fumadores, por lo que el
genotipo lento del NAT2 parece aumentar el riesgo de cancer de vejiga particularmente en

individuos fumadores (Garcia, et al., 2005).

Uno de los tipos de tumores mas relacionados con el fenotipo acetilador rapido y la
susceptibilidad a su desarrollo es el cancer colorrectal. Agundez, et al., (2000) estudiaron
el genotipo acetilador de 120 pacientes afectados por cancer de colon, observando que el
genotipo acetilador rapido constituia un factor de riesgo para aquéllos tumores localizados
a nivel del colon sigmoide, pero no para aquellos canceres de colon que presentaban una

localizacién diferente.

En lo referente a otras enfermedades diferentes del cancer, también se han
realizado varios estudios que relacionan el genotipo NAT2 con la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) (Arif, et al., 2007), enfermedad de Parkinson, (Borlak, et al.,
20086) y artritis reumatoide, (Pawlik, et al., 2002). Debido a que en la mayoria de estos
estudios las muestras de poblacién utilizadas fueron muy pequefias, las conclusiones no

son definitivas. Sin embargo si se observan tendencias que deben ser consideradas en
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esas poblaciones. El lupus eritomatoso inducido por farmacos (fundamentalmente por
procainamida e hidralazina) se ha relacionado claramente con metabolizadores lentos
(Woolsey, et al., 1978), asociandose probablemente con un mayor porcentaje de farmaco
no acetilado siguiendo rutas metabélicas alternativas, interaccionando con
macromoléculas celulares y dando lugar a sustancias que son reconocidas como

autoantigenos, lo cual desencadena una respuesta inmunitaria (Woolsey, et al., 1979)

TABLA N°5.

Implicacién de la actividad de NAT con ciertos tipos de canceres.

Patologia (Cancer) Estado Acetilador
Laringe Lento
Rapido

Mama Rapido

Vejiga - Lento

Implicacién de la actividad de la enzima N-Acetilransferasa con la tendencia al desarrollo de ciertos tipos de cénceres
(Ladero, et al., 2001; Agindez, et al., 2000; Martinez, et al. 1995, Loer, et al., 1979).

TABLA N° 6.

Otras patologias relacionadas con la actividad metabélica acetilante.

Patologia (Otras Enfermedades) Estado acetilador
T M [ e |
Esclerosis Mdltiple Lento
[ R e .|
Artritis reumatoide Rapido
o T T T |
Lupus eritematoso discoide Lento

Otras patologias posiblemente relacionadas con la actividad de la enzima NAT2 (Ladero, et al., 1989; Agundez, et al,,
1998: Jiménez, et al., 1989; Woolsey, 1978; Strandberg, 1976).
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2.9. Cafeina como medicamento sonda de la actividad de la NAT2

La cafeina es un alcaloide de la familia de las metilxantinas (1,
3,7-trimetilxantina). En estado puro es un polvo blanco y amargo. Posee acciones
estimulantes del sistema nervioso central y tiene efecto diurético. A dosis mayores de 1
gramo al dia puede producir efectos secundarios como arritmias y ansiedad entre otros
varios efectos.

Aproximadamente el 100% de la cafeina administrada en forma oral se absorbe a
través del tracto gastrointestinal y alcanza concentraciones plasmaticas en unos 30-45
minutos. Se distribuye ampliamente en el organismo, se metaboliza en el higado y se
excreta parcialmente inalterada y como multiples metabolitos a través del rifién (Ramirez,
2010).

Los recién nacidos carecen de la adecuada actividad enzimatica para metabolizar
la cafeina por lo que la vida media en ellos puede ser de 3-4 dias y la toxicidad puede ser
elevada. En fumadores por el contrario la vida media es corta (Aprox. 3 horas). En las
mujeres gestantes la vida media es de 18 horas 0 mas vy en los pacientes con
insuficiencia hepatica (deterioro severo de la funcién hepética) es también prolongada.
Los principales pasos metabdlicos de la cafeina son:

1. Desmetilacién inicial para dar origen a dimetilxantinas como teofilina,
teobromina y paraxantina (1,7-dimetilxantina).

2. Oxidacion en C, para generar el &cido 1,3, 7-trimetilarico.

3. Hidratacién y ruptura del anillo, en C8 y N9, para dar dimetiluracilo.
Las dimetilxantinas sufren luego una nueva desmetilacion y se metabolizan a través de
reacciones similaresa 2y 3.
El metabolismo de la cafeina involucra la isoenzima del citocromo P-450 (CYP) hepatico,
subfamilia 1A, gen 2 (CYP1A2) el cual metaboliza por desmetilacion la mayor parte de
cafeina (95%), transformandola en:
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v Paraxantina (84%), Teobromina (12%) y teofilina Teofilina (4%): Posteriormente se
metaboliza también por la CYP1A2 en monoxantinas, que seran sustrato de la
xantinaoxidasa. La N-acetiltransferasa-2 metaboliza la paraxantina a
5-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo  (AFMU).  Intervienen de forma
minoritaria otras enzimas como la CYP2E1 (isoenzima del citocromo P450,
subfamilia 2E, gen 1), y CYP3A3 (isoenzima del citocromo P450, subfamilia 2A,
gen 3). Se han descrito hasta 25 metabolitos. Sélo entre un 1-2% de la dosis

ingerida de cafeina se excreta sin cambios en la orina.
En el siguiente esquema se observan los principales pasos metabdlicos de la cafeina.

FIGURA N° 5.

Metabolismo de Cafeina en humanos.

CAFEINA
(1, 3,7-TRIMETILXANTINA)

CYP1A2 (4 CYP1AZ (12%) P1A2 (84%)

TEOFILINA TEOBROMINA PARAXANTINA
(1,3-DIMETILXANTIN (3,7-DIMETILXANTINA) (1,7-PIMETILXANTINA)
50% / 30% 209/‘ sk 9

1,3-DIMETILURACILO 3-METILXANTINA 7-METILXANTINA CYP1A2(20%)

1,7-DIMETILXANTINA
1-METILXANTINA

NAT (16%) XQ (39%)

AFMU 1-METILURATE

Esquematizacion del metabolismo de Cafeina
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Para que una sustancia sea utilizada como sonda en la determinacion de una
enzima debe tener alta biodisponibilidad y ser metabolizada en alto grado por la enzima
que se pretende estudiar. Todas estas caracteristicas las cumple la cafeina por lo que es
substrato prototipo de eleccién y marcador del fenotipo metabolizador del CYP1A2 (razén

paraxantina/cafeina) en plasma y saliva, de la Xantino-Oxidasa y de la N-acetiltransferasa.

En el caso de la NAT"2 se determina la razén metabdlica urinaria para dos
metabolitos de cafeina: el 5-acetilamino-6-amino-3-metiluracilo (AFMU) y la 1-metilxantina

(1X) utilizandose la razén mola AFMU/1-MX (Kalow, 1991).

2.10. Farmacogenética

La Farmacogenética es la ciencia que estudia las bases genéticas involucradas
en las diferencias interindividuales en la respuesta a farmacos, tanto a nivel de eficacia
como de seguridad. Su principal objetivo es el desarrollo de la medicina individualizada
que permita optimizar la eficacia de los farmacos, limitar la toxicidad de los mismos,
reducir los costos de la terapia con farmacos. El primero en proponer el término
«Farmacogenética» fue Friedrich Vogel en 1959. En 1962 Kalow escribi6 la primera

monografia sobre el tema (Tabares, 2004).

La primera observacién escrita relacionada con la farmacogenética se remonta al
afio 510 a.C. cuando Pitagoras observé que la ingesta de habas producia en algunos
individuos una reaccién potencialmente fatal. Con el tiempo se reconocié que se trataba
de una anemia hemolitica que aparecia en individuos con deficiencia en la enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). EI primer informe de la farmacogenética
moderna fue publicado a principios de 1930 por Snyder. Pero no fue hasta los afios
1950 cuando la Farmacogenética se estableci6 como campo de estudio al tomar en

consideracion las opiniones de diversos investigadores que expresaban que algunas
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reacciones adversas a medicamentos podrian estar relacionadas con variaciones en la

actividad enzimatica y que estas se determinan genéticamente (Daudén, 2006).

Motulsky, (1957), fue quien primero documenté el concepto de las alteraciones
heredadas en el metabolismo de los farmacos podian explicar las diferencias individuales

en respuesta a los medicamentos.

El campo de la Farmacogenética fue estimulado en los afios 1970, con hechos
como la descripcién que Robert Smith hizo en 1977 sobre la deficiencia en el metabolismo
de la debrisoquina, cuando personalmente experimenté una hipotension ortostética tras
tomar el medicamento. Actualmente se conoce que el efecto correspondiente es debido a
la deficiencia de la enzima Citocromo P450 2D6. A este polimorfismo se conoce como

polimorfismo de la Debrisoquina (Mahgoub,1977).

Otro hallazgo de importancia en la farmacogenética es el de Vesell quienes
demostraron que las vidas medias plasmaticas de muchos farmacos eran menos
divergentes entre parejas de gemelos monocigotos que entre parejas de gemelos
dicigotos (Vesell, 1980). Concluyeron entonces, que la herencia multifactorial podia

determinar el metabolismo farmacol6gico individual (herencia multigénica).

Las bases genéticas de estos patrones hereditarios se han empezado a poner en
claro a finales de los afios 1980 con la clonacién y caracterizacién de numerosos genes
humanos codificantes de enzimas metabolizadoras de farmacos, receptores y varios

sistemas de transporte.

2.11. Métodos para la Determinaciéon de Farmacos y sus Metabolitos en
Humanos. HPLC
La Cromatografia es un método usado primariamente para la separacion de los

componentes de una muestra, en la cual los estos se distribuyen en dos fases, una de las
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cuales es estacionaria, mientras la otra fase es movil. La fase estacionaria puede ser un
sélido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel. La fase estacionaria puede estar

extendida como una capa o distribuida como una pelicula.

La técnica HPLC permite ejecutar analisis con alta precision, especificidad y
sensibilidad. Presenta como ventaja la posibilidad de obtener informacién cuantitativa y
cualitativa de los componentes de la muestra a analizar. La medicion del tiempo de
retencioén se inicia desde el momento que se introduce la muestra en la columna hasta el
momento en que aparece el méaximo pico en la gréfica. La forma de identificar dos o mas
sustancias que tengan el mismo tiempo de retencién es comparando el espectro obtenido

con el de los estandares analiticos de las sustancias patrones. (Mc Nair, et al., 1973).
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO
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3.1. MATERIALES Y METODOS

Ar j ti ui
El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Ecotoxicologia, del Centro de
Investigacién en productos naturales y Biotecnologia (CIPNABIOT), de la Universidad

Auténoma de Chiriqui, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas.

3.1.1.1. Reactivos quimicos
Los reactivos utilizados para la preparacion de las muestras fueron:

v Acido Ascérbico

v Acido Acético glacial, Biopack, Industria Argentina.

v Sulfato de amonio JT Baker, PW132.14.

v Cloroformo para analisis Merck KGaA.

v Isopropanol grado analitico Panreac, Quimica S.A., USA.

v Metanol grado cromatografia liquida, Merck KGaA

3.1.1.2. Materiales consumibles
v El material de plastico que se utilizé fueron:

1. Recipientes de 2000 ml.

2. Envases estériles de orina de 100ml, Intermedic S.A.
3. Envases para alicuota de orina de 30ml, Intermedic S.A.
4, Jeringas estériles de 1ml Ultra Fine y 10 ml Biopharm.

v Guantes latex desechables, Médica y Farmacia.

v Tubos de ensayo de vidrio VWR Ed.
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v Micropipetas y puntas de pipeta desechables.

v Filtros de jeringa para HPLC: Unidad de filtracion Millex-FH; 0,45 pym, PTFE, 4 mm,

no estéril.

3.2.1. Equipos
Centrifuga Eppendorf 5430 modelo 5427, Vortex, LW Scientific, Inc., Bomba de

presién al vacio (Branson serie 5510), Sistema de purificacion de agua: Elga Model
UHQ-11, MK3, VK., Campana de flujo laminar CFAUT Mex 120, Plancha caliente: Modelo
Kern 572, Balanza semi-analitca Boeco, Germany, Modelo BBa 51, Equipo de

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) equipado con:

e Detector: con arreglo de diodos a cuatro longitudes de ondas simultaneas
correspondientes a la maxima absorcion de AFMU de 280 nm, Metilxantina
de 268 nm, Cafeina de 274 nm.

3.2.2. Procedimiento experimental:

En el estudio participaron individuos sanos entre 18 y 51 ahos, no fumadores, a los
que se les solicito no haber tomado bebidas alcoholicas ni bebidas con contenido de
cafeina por lo menos 4 dias antes del experimento. Cada voluntario firmé un formulario
de consentimiento voluntario y se le hizo una encuesta con el fin de conocer antecedentes

familiares de importancia como enfermedades, habitos alimenticios, etc.
Recoleccion de la muestra:

1 Se administré por via oral una taza de café soluble (Nescafé, 5 gramos

equivalentes a 100 mg de Cafeina) a 52 voluntarios sanos de 18 a 50 afios.
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2. Previamente, se colecté una muestra de orina control a cada individuo vy

se le requiri6 a vaciar totalmente la vejiga.

3. Se le agregd 100 mg de Acido ascérbico al recipiente donde se

depositaria toda la orina excretada.

4, Se colect6 toda la orina durante las 6 horas posteriores a la administracién
del cafe.
5. Se analiz6 cada muestra de orina para determinar la presencia de cafelna

y sus metabolitos; mediante Cromatografia liquida de alta resolucién

(HPLC) utilizando el método establecido por Tang, et al.,(1991).

6. Se analiz6 los resultados mediante histogramas de frecuencia.

3.2.3. Procedimiento analitico

Se tom6 1 ml de muestra de orina de cada individuo.

Se afiadi¢ 0.2g de Sulfato de Amonio.

A dicha muestra se le adicionaron 7 ml de cloroformo: Isopropanol (19:1).

Se mezclé por 10 minutos en Vortex y luego se llevo a centrifugar a 3000 rpm por
10 minutos.

Se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se pasé a un tubo de concentracion.
Se llevo a sequedad con corriente de nitrégeno.

Se reconstituyé con 200 pl de fase movil.

Se filtré con una membranad 0.45 um.

Se inyectaron 50 pL en el cromatégrafo.
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3.2.4. Anélisis de muestras de orina.
Las muestras de orina se analizaron mediante cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC) utilizando un equipo Agilent Technologies 1200 equipado por bomba
cuaternaria, detector por arreglo de Diodos (DAD), Degasificador de vacio, Inyector
Manual, Columna Eclipse XDB-C18 de 4 pulgadas x 150mm, con un tamario de particula
de 5um. El equipo se trabajé bajo las siguientes condiciones analiticas: Fase Maovil: se
realizé mediante un método isocratico VIV utilizando metanol grado analitico 12% + 88%
de una solucion de Acido Acético al 0.45% (0.45 de Acido Acético y 99.55 de agua);
previamente filtrados y desgasificados. Modo Isocratico, Flujo: 1.500ml/min, Tiempo de
corrida 15 min a longitud de onda de 254nm; 268nm; 270nm; 274nm; 280nm; 284nm.
3.2.5. Anélisis de los resultados

Se construy6é una curva de calibracion afiadiendo concentraciones conocidas de
los analitos de interés AFMU, Metilxantina y Cafeina a 1 ml de orina blanco en los rangos
de concentracién esperados a encontrar en las muestras basandose en datos de la
literatura. El analisis se bas6 en el area de los picos de los cromatogramas de los
analitos respectivos con respecto a las concentraciones de los mismos. Las
concentraciones de las muestras de los desconocidos se obtuvieron por interpolacion en
la curva de calibracién respectiva. La cantidad de cada muestra se obtuvo multiplicando

la concentracion obtenida en cada muestra por el volumen excretado.
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3.2.6. Esquematizacion del procedimiento

FIGURA N° 6.
Esquematizacién de los procedimientos.

Medicién de Ph de la Medicion del volumen  Se dividio el volumen en Se filtraron los
orina. en seis horas 3 alicuotas en 30mL solventes y el agua.
cada una

Luego se procedio a Se inicio el proceso de
degasificar durante 5 extraccion de 1 mL de
minutos cada uno orina de cada muestra

Se afadieron a cada Luego se le agregaron Se preparan los tubos Sa llevaron a la balanza
lubo de ensayo y se 7mL de cloroformo y se de ensayo para ser cada uno de los tubos por
agitaron en el vortex agité cada muestra centrifugados igual de peso

Luego se saca cada Se descarta la primera Una vez secas se Y por ultimo se
tubo con la muestra fase y se procede a reconstruyen para ser obtienen los
ya separada secar cada muestra inyectadas al cromatogramas
cromatégrafo

(Espinoza y Gonzélez, 2015).

50



CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS
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4.1. Validacion del Método

1. Técnica analitica

En la figura N° 7 se muestra los espectros de absorcién de AFMU y el
Cromatograma respectivo el cual eluye segun las condiciones analiticas con un tiempo de

retencion de 1.7 minutos.

Espectro de Absorcion de 5-acetil-amino-6-formilamino-3 metil-uracilo (AFMU).

FIGURAN° 7.
Espectro de absorcion y cromatograma representativo del analisis por triplicado de
una muestra de AFMU .
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(Espinoza y Gonzélez, 2015).
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La figura N°8 muestra la curva de calibracién del método por HPLC para el

analisis del metabolito de cafeina 5-acetil-amino-6-formilamino-3 metil-uracilo (AFMU).

Como puede observarse existe linearidad en el rango de concentraciones analizadas.

FIGURA N°8.

Curva de calibracién para el analisis de AFMU en orina.

Area de AFMU
MAU( miliunidades de absorbancia)
£ 8 8§88 8 8

(=]

Curva de calibracién para el andlisis de AFMU

en orina
&
y=12589x+657.8
* R? = 0.9733

|

! : : :
0 10 15 20 25

AFMU

mcg(microgramos)

(Espinoza y Gonzélez, 2015).
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En la figura N°9 se muestra el espectro de absorcion y el cromatograma
correspondiente a 60 pg de 1-metilxantina. El tiempo de retencion de 1-metilxantina es

3.7 min.

FIGURA N° 9.
Espectro de absorcion de 1- Metilxantina (1-MX).

DAD Online Specira

Figura N° 9. La figura muestra el espectro de absorcién del metabolito de cafeina, el 1-metilxantina (1-MX),
en tiempo de retencion 2.6 y una longitud de onda de 260nm. (Espinoza y Gonzalez, 2015).

FIGURA N° 10
Curva de calibracién para el analisis de 1- metilxantina en orina.
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En la Figura N°10, podemos observar las curvas de calibracion para el analisis de 1-MX en orina, otro
metabolito de gran importancia para la determinacion de la enzima NAT2. (Espinoza y Gonzalez, 2015).

Espectro de cafeina
En la Figura N°11 se muestra el espectro de absorcion y un cromatograma
correspondiente a la curva de calibracién de cafeina. El tiempo de retencién de cafeina

fue de 11.8 min.

FIGURA N° 11.
Espectro de absorcioén y un cromatograma correspondiente a la curva de

calibracion de cafeina.

L5 DAD Online Spectra 0 X 0nline Pt

OAD B Signabedfd 18 Rebemace 300,900
OAD E: Signabe274.18 Reternced00, 400
DAD O SignabeZ70,98 Refomatend0, 100
0AD ¢ ignabeitl 18 Relamoiesd80 900
0D O Signanid 18 Reteancend00 100
0AD F: Signaln280,90 Referncesd00, %00

Figura N° 11 se muestra el espectro de cafeina en tiempo de retencién 11.8 min a longitud de onda 274nm; flujo:
1.500mL/min. Los tiempos de retencién de AFMU en esta muestra son 1.7 min y el de 1-MX es de 3.5 min. (Espinozay
Gonzalez, 2015).
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Analisis de muestras de orina.

Las muestras de orina se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) utilizando un equipo Agilent Technologies 1200 equipado por bomba
cuaternaria, detector por arreglo de Diodos (DAD), Desgasificador de vacio, Inyector
Manual, Columna Eclipse XDB-C18 de 4 pulgadas x 150mm, con un tamafio de particula
de 5um. El equipo se trabajé bajo las siguientes condiciones analiticas: Fase Movil: se
realizé mediante un método isocratico VAV utilizando metanol grado analitico 12% + 88%
de una solucién de Acido Acético al 0.45% (0.45 de Acido Acético y 99.55 de agua);
previamente filtrados y desgasificados. Modo Isocrético, Flujo: 1.500ml/min, Tiempo de

corrida 15 min a longitud de onda de 254nm; 268 nm; 270 nm; 274 nm; 280 nm; 284 nm.

Extraccién de AFMU- 1-MX- Cafeina.
De la muestra concentrada se tomaron 1ml para realizar la extraccion y analisis.

Se llevo a pH 4 adicionando Acido ascérbico.

Se le agregé 7 ml de solucion de Cloroformo-Isopropanol (19:1). Se mezclé
mediante Vortex por 1 min. Luego se centrifugé (Centrifuga Eppendorf 5430
modelo 5427) a 3500 rpm durante 10 minutos.

- Luego deseché la fase acuosa. La fase organica, se reconstituy6 con 100ul de
fase movil (En esta ocasion se adiciona los 100ul para asegurarnos de recuperar
la mayor cantidad posible de muestra).

- Finalmente antes de inyectar la muestra de HPLC, se filtré utilizando los filtros

Millipore para asegurarnos de tener la muestra libre de trazas y contaminantes que

interfieran en la lectura de la misma.
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En la figura N °12 se muestra un cromatograma tipo, obtenido de una muestra de
orina de un participante en el estudio. Las concentraciones de los metabolitos de interés
(AFMU y 1-MX) se obtuvieron por interpolacién de las areas de estos metabolitos en las

correspondientes curvas de calibracion mostradas previamente.

FIGURA N°12,

Cromatograma.

1490 -

4545

(Espinoza y Gonzalez, 2015).

Patrén fenotipico a partir de muestra de orina.

Segun el analisis de las encuestas realizadas a los voluntarios, se demuestra una
predisposicion muy alta a enfermedades como cancer, diabetes e hipertension. Estas
enfermedades estan relacionadas con el fenotipo acetilador por lo que se involucra la

enzima NAT2,
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TABLA N°7.

Predisposicion a enfermedades.

PREDISPOSICION A ENFERMEDADES FRECUENCIA
Enfermedades Pulmonares 11
e T LV VP e [T TR |
~ Diabets 2
T S e o | [T e |
Enfermedades Gastricos 9
SESSERNRS o SRl e

Anemia 6
'~ EnfermedadesCardiacss 15
— _ Alergias _ - 6 -
R - - - S
Obesidad 2
PR e R T L ST e ) [, B o T ahD ey |
~ cCataratas 1
T N SR S e s e | P P e VR L
Alzheimer 5

Enfermedades neurologicas 7

Hiperlipoproteinemia 6

Andlisis de las encuestas realizadas a los 52 voluntarios sanos. (Espinoza y Gonzélez, 2015).
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FIGURA N° 13.

Histograma de Frecuencia.

i - Enfermedades mas comunes de familiares relacionados
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Figura de frecuencia de las enfermedades mas comunes de los familiares de los
voluntarios sanos.

En el analisis de las encuestés podemos ver la diabetes como una de las
enfermedades mas comunes de nuestra poblacion estudiada, debido a que de los 52
encuestados 30 tienen familiares con esta enfermedad, algunos incluso por ambos lados
de consanguinidad. Existen estudios como el realizado por...que nos habla de la relacion

que existe entre la diabetes y la NAT2.

Condiciones cromatograficas:

MEOH: 12%; H20: 88%; ACT Glacial: 0.45%
Tiempo de Corrida: 15 min; Flujo: 1.500mL/min; Inyector: Loop 50uL

Longitud de onda: 254 nm; 268 nm; 270 nm; 274 nm; 280 nm; 284 nm.
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Figura N° 11. El cromatograma muestra los espectros de absorcién de los
metabolitos de cafeina en una muestra de orina de un voluntario sano,
5-acetil-amino-8-formilamino-3 metil-uracilo (AFMU) con T.R 1. 597 en L.O 284 nm,
1-metilxantina (1-MX) con T.R 2.502 en L.O 2.60 nm y Cafeina con T.R 10.514 en L.O

2.74nm.

Linealidad del método

El andlisis de la linealidad fue calculado por duplicado en sélo dos muestras dentro
del intervalo de concentraciones de 1 a 81 mcg/mL, se obtuvo una media de 0.97 para
AFMU y 1 MTX, respectivamente. Ademas, el método se mantuvo lineal (r2>0.98) para
todas las concentraciones de los dos analitos, dentro del rango de concentraciones
estudiado.

CURVA DE CALIBRACION DE AFMU
Condiciones cromatograficas:

MEQOH: 12%; H20: 88%; ACT Glacial: 0.45%.
Tiempo de Corrida: 15 min; Flujo: 1.500mL/min; Inyector: Loop 50uL

Longitud de onda: 254 nm; 268 nm; 270 nm; 274 nm;280 nm; 284 nm.

CURVA DE CALIBRACION DE 1-METILXANTINA (1-MX).
Condiciones cromatograficas:

MEOH: 12%; H20: 88%; ACT Glacial: 0.45%
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Tiempo de Corrida: 15 min; Flujo: 1.500mL/min; Inyector: Loop 50uL
Longitud de onda: 254nm; 268nm; 270nm; 274nm, 280nm; 284nm.

TABLA N°8.
RELACION METABOLICA ENTRE AFMU/1-MX

AFMU  1-MX Relacion Individuo AFMU 1-MX Relacién

Individuo mAU's mAU’s (%) mAU's mAU’ (%)

|

CH2 798 7392 0.1 CH28 2600 2561  1.01
CH3 4750 4500 1.06 CH29 2400 15480  0.15

| CH4 12012 120395 099 CH30 3600 5832 062

. CHs 1972 11815 017  CH3 9478 17038 056

. CHe 550 2052 018  CH32 2814 13680 021
CH7 16282 16786 0.97 CH33 3768 10960  0.34

- CH8 2376 2372  CH34 1000 5080 019

 CH 316 3756 . CH3 3000 7860 038
CH1 2130 1516 T CH37 1890 3538 053

 CH12 1100 6200 13547 046

 CH13 624 2100 3066 068
CH14 2674 4606 0.58 CH40 3600 3348 1.07
CH15 1800 6066 0.29 CH41 15725 16347' 0.95
CH16 6368 5240 122 CH42 1900 703 2.70
CH17 900 2340 0.38 CH43 86112 45903  1.87
CH18 3156 7280 0.43 CH44 1800 4383  0.41

CH24 1400 1232 14 CHS0 10140 5370  1.89
---———-_
CH26 1700 2703 0.63 CHs2 1000 620 1.61

Tabla N°8. Relacion metabélica entre AFMU y 1-MX en 52 individuos sanos estudiados para determinar el
fenotipo acetilador de los mismos. (Espinoza y Gonzalez, 2015).
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TABLA N° 9.
Resultado de la relaciéon metabdlica.

Codigo de Relacién Metabolizador
Voluntarios sanos

CH25

—
=
(4]

Lento

S - IS || Sscuj S
R - | TR A AR .
e T e
CH24 1.14 Lento
[ - N EES e - |
I . AERSSRI R S . |
ISR - NS e | S|
T cHie | ol8 11T 'Répide |
CH16 122 Lento
Loy e T R |
S - (R S Sl
[BEEERAN - EE | NaEE  ; ED| Eaa|
O e TR
TR e TR
CH3 1.06 Lento
[0 7 o T ORI e
TG (S| e |
CH4 0.99 Lento
[T - AR S
[ Oy =0\ [ | P
[ BRSPS R
T T N[ =T s
[T T B e
CH46 4.45 Lento
[ S| AR |
[T T | [ T e
CH1M1 1.40 Lento
e e TN Thgee |
(T =\ e | s . |
TG D Taes T T Rigde
[ - - GRS G
CH42 2.70 Lento
[Ty T T o T e |
T ONS T TTOeE T T TRepke T
CH41 0.95 Lento
CH40 1.07 Lento
CH43 1.87 Lento
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CH50 1.89 Lento

CH7 0.97 Lento
CHB8 1.00 Lento
CH10 2.51 Lento

CH28 1.01 Lento
CH52 1.61 Lento

Tabla N° 9. Resultado final de la relacion AFMU/1-MX, que permite determinar el fenotipo acetilador de los
individuos estudiados. (Espinozay Gonzalez, 2015).

ANALISIS

Se determind la razén molar de los metabolitos 5-acetil-amino-6-formilamino-3

metil-uracilo (AFMU) y 1-metilxantina (1-MX).

Razén molar: AEMU
1-MX

Se realiz6 un histograma del nimero de individuos en relacién con el logaritmo de
la razén molar. Se transformé el porcentaje de individuos a Probit con el fin de determinar

las antimodas.
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TABLA N° 10.

Frecuencia de distribucién de individuos mestizos de Chiriqui.

Log [AFMUY/[MX] % de Individuos PROBIT
T e B DA e IR o |
-0.88605665 37 4.06
-0.56863624 7.41 4.54
-0.34678749 1.1 5.16
-0.18045606 1.1 5.61

0.06069784 12.96 6.5

0.40993312 5.55 7.91

Tabla N° 10. Frecuencia de distribucién de 52 individuos mestizos originarios de la provincia de Chiriqui,
respecto a la relacion molar de excrecion urinaria de AFMU/1-MX, 6 horas después de la ingestion de 100

mg de cafeina. (Espinozay Gonzalez, 2015).

64



FIGURA N° 14.

Histograma de frecuencia de dos poblaciones.

Titulo del grafico

El histograma de frecuencia nos muestra dos poblaciones, una poblacion que va
desde 1.2218 a -0.1804 equivalente a 35 individuos que representan un acetilador rapido
o intermedio y una segunda poblacién cuyo rango va de -0.0087 a 0.6483, equivalente a
17 individuos que representa los acetiladores lentos. (Espinozay Gonzalez, 2015).
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TABLA N° 11.

Individuos participantes en el estudio con familiares Diabéticos.

Coédigo Relacién Enfermedades Parentesco Metabolizador
familiares

CH25 14D Diabetes Abuelo materno Lento

CH16 1.22 Diabetes Familiares paternos, Lento
Familiares maternos.
Abuelo materno.

CH3 1.06 Diabetes Padre Lento

CH4 0.99 Diabetes Padre y familiares Lento
paternos y maternos.

CH43 1.87 Diabetes Abuelo y abuela Lento
paterno
' CH38 046  Diabetes =~ Tiosmatemo =~ Répido
 CH3s 038  Diabetes  Abuelamatena =~ Réapido
CH8 1.00 Diabetes Abuelo Paterno Lento
CH10 2.51 Diabetes Padre ,Abuela Lento
materna
" CH2 011  Diabetes  Abuelomateno = Répido
CH28 1.01 Diabetes Padre, Abuela Lento
Paterna




La tabla muestra que de 52 individuos sanos estudiados 26 poseen familiares con
Diabetes, de los cuales 18 presentan un fenotipo acetilador rapido y 8 fenotipo acetilador

lento. (Espinoza y Gonzalez, 2015).

TABLA N°12.

Participantes con familiares diabéticos.

8 (31%)

" 26 (50%) 18 (69%
(Espinoza y Gonzalez, 2015).

)

FIGURA N° 15.

Frecuencia de participantes con familiares diabéticos. (Fenotipo acetilador).

Frecuencia de DM segiin encuestas -fenotipo acetilador
18

14 -

129
10 -
=

c N & O

acetiladores rapidos Acetiladores lentos
Fenotipo Acetilador

(Espinoza y Gonzalez, 2015).
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CAPITULO V
DISCUSION
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5.1. DISCUSION

El histograma de frecuencia que describe nuestros resultados muestra una
distribucién por lo menos bimodal de la razén metabdlica AFMU/1MX en poblacion
chiricana. Sin embargo considerando que la inflexién del histograma es bastante
marcada a una razon molar de 0.09, obtuvimos una poblacién que va desde 1.2218 a
-0.1804 equivalente a 35 individuos que representan un acetilador rapido o intermedio y
una segunda poblacién cuyo rango va de -0.0087 a 0.6483, equivalente a 17 individuos

que representan los acetiladores lentos.

Pocos estudios existen sobre indices de acetilaciéon en poblaciéon mestiza de
Panama. Un estudio en poblacién costarricense mostré un 40 % de acetiladores lentos y
60% de acetiladores rapidos pero el mayor porcentaje de la poblaciéon muestra valores

intermedios (Gonzalez, 2000).

En un estudio realizado en poblaciéon mexicana (Castafieda, et al., 1995) se
encontré una distribuciéon trimodal con una frecuencia de 0.30 para acetiladores lentos,
0.42 para acetiladores intermedios y 0.28 para acetiladores répidos. Nuestros resultados
estan cercanamente de acuerdo con los resultados obtenidos en la primera poblacion
mencionada, pero en Chiriqui se observa un porcentaje mayor de acetiladores rapidos y

menor en los acetiladores lentos.

En la poblacién chiricana existe una importante contribucion del componente
indigena al pozo genético de la poblacién mestiza, lo que podria explicar nuestros
resultados. Estudios en poblaciones indigenas puras de Centro América demuestran un
reducido porcentaje de acetiladores lentos en estas poblaciones, probablemente por la

contribucién de genes asiaticos en las mismas (Arias, et al., 1993). Un porcentaje mas
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elevado de acetiladores lentos en poblacion mestiza costarricense podria estar explicado

por la mayor contribucion de genes caucasicos en esa poblacién.

Este es el primer estudio realizado en poblacién mestiza chiricana sobre el

fenotipo acetilador.

Puede observarse la cercana relacion de la distribucion del fenotipo acetilador con
la proporcién de familiares que han padecido diabetes y diversos canceres. Aunque la
poblacién estudiada es hasta el momento sana, puede inferirse posibles tendencias a

sufrir estos padecimientos.
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CAPITULO VI
CONSIDERACIONES FINALES
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6.1. CONCLUSIONES
Se validd un método con adecuada sensibilidad para determinar los metabolitos de

cafeina AFMU y 1-MX.

Se determiné el fenotipo acetilador de poblacion chiricana mestiza el cual
demuestra una distribuciéon bimodal en la que un 67 % representan acetiladores rapidos y

37% acetiladores lentos.

Estos resultados son cercanamente coincidentes con los reportados previamente
por Arias, et al., (2002), en poblacién indigena chiricana y en otras poblaciones de

Centroamérica.

La incidencia de diabetes y canceres en poblacion relacionada con la poblacién

estudiada es alta. Aungue en este estudio no puede establecerse relaciéon causa efecto

con estas enfermedades si es sugerente una posible predisposicion a las mismas.
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6.2. RECOMENDACIONES

Este es el primer estudio en poblacién chiricana en que se obtiene el fenotipo
acetilador. Es interesante continuar con estudios relacionados con el fin de obtener la
incidencia de polimorfismos de enzimas oxidantes para establecer en forma mas

consistente las posibles predisposiciones a varias enfermedades.

Es interesante también realizar este tipo de estudios en poblaciones con
padecimientos asociados con la actividad de la enzima, como por ejemplo en canceres y
diabetes y en pacientes con respuestas toxicas o idiosincraticas a farmacos relacionados

con la actividad de NAT"2.
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8.1. ANEXO N°1.

PROYECTO ECOGENETICA Y FARMACOGENETICA DE POBLACION

Datos de los Participantes

Lugar y Fecha de la encuesta:

Nombres:

Apellidos:

Fecha de Nacimiento:

Edad:

Sexo: Peso:

Estatura:

Caracteristicas Fenotipicas:

Lugar de Nacimiento:

Lugar de Residencia:

Tiempo de vivir en la region:

Estado Civil:

Hora de Administracién:

Farmaco administrado:




Tipo de Muestra

*Orina Control: ___

pH Inicial: pH Final: Volumen Colectado 3

*Orina Muestra:
PH Inicial: pH Final:

Volumen Colectado:

Medicamentos ingeridos en la ultima semana:
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Medicamentos ingeridos previamente:

Reacciones a medicamentos:

Alergias:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:

Ocupacién:

Habitos Alimentarios:

Toma café: Fuma Cigarrillos:

Consume Coca Cola Chocolate:

Otras sustancias:

Etapa del ciclo menstrual:

(Ultimo dia de Ia menstruacién) Toma Anticonceptivos:

OTRAS ANOTACIONES DE INTERES:
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Pédre
DATOS FAMILIARES

Nombre: Edad:

Lugar de nacimiento:

Originario de:
Tiempo de vivir en la regién:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:

Reacciones a medicamentos:

Alergias:

Enfermedades en los familiares cercanos: (Hermanos, Tios, etc.)

Ingiere alcohol:
Otras sustancias:
® Madre

Nombre: Edad:

Lugar de nacimiento:

Originario de:

Tiempo de vivir en la region:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:

Reacciones a medicamentos:

Alergias:

Enfermedades en los familiares cercanos: (Hermanos, Tios, etc.)

Ingiere alcohol:
Otras sustancias:
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#* Abuelo Paterno
Nombre:

Lugar de nacimiento:

Originario de:

Tiempo de vivir en la regién:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:
Reacciones a medicamentos:

Alergias:

Enfermedades en los familiares cercanos: (Hermanos, Tios, etc.)

Ingiere alcohol:
Oftras sustancias:

® Abuela Paterna
Nombre:

Lugar de nacimiento:

Originario de:

Tiempo de vivir en la region:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:
Reacciones a medicamentos:

Alergias:
Enfermedades en los familiares cercanos: (Hermanos, Tios, etc.)

Ingiere alcohol:
Oftras sustancias:
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#* Abuelo Materno
Nombre:

Lugar de nacimiento:

Originario de:

Tiempo de vivir en la regién:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:

Reacciones a medicamentos:

Alergias:

Enfermedades en los familiares cercanos: (Hermanos, Tios, etc.)

Ingiere alcohol:
Otras sustancias:

& Abuela Materna
Nombre:

Lugar de nacimiento:

Originario de:

Tiempo de vivir en la regién:

Enfermedades que padece:

Enfermedades que ha padecido:

Reacciones a medicamentos:

Alergias:

Enfermedades en los familiares cercanos: (Hermanos, Tios, etc.)

Ingiere alcohol:
Otras sustancias:

OTROS DATOS DE INTERES EN FAMILIARES CERCANOS:
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8.2. ANEXO N°2
HOJA DE CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO

Yo, Panamefio(a), mayor de edad, con Cédula de

Identidad personal , en forma voluntaria y sin coaccion declaro

que, deseo participar en forma voluntaria en la investigacion: “Determinacién del fenotipo
acetilador de poblacion mestiza panameria, residente en la Provincia de Chiriquf usando
cafeina como sustancia sonda”.

Manifiesto que se me ha explicado de forma detallada el procedimiento a seguir y que
basicamente consiste en:

Ingesta oral de una taza de café soluble (Una cucharada sopera de Nescafé la cual

tiene un equivalente aproximado 5 gramos de Nescaféy 100 mg de cafeina.

e Previo a la ingesta del café, cada participante deberd colectar una muestra de
orina control y debera vaciar totalmente la vejiga.

e Posterior a la ingesta del café se colectara toda la orina que se excrete durante las 6
horas siguientes.

e Las muestras de orina se analizaran mediante Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para determinar la presencia de cafeina y sus metabolitos.

Declaro que he tomado café previamente y que no he tenido efectos indeseables con esta
sustancia. También se me han explicado en forma detallada los efectos de la misma y
los propésitos del protocolo de investigacién actual.

Al conocer la metodologia del ensayo, me comprometo a no ingerir ningtin medicamento, ni
bebidas alcohdlicas 48 horas antes del experimento; ademas declaro que no padezco de
ninguna afeccién crénica ni estoy siguiendo ninglin tratamiento terapéutico en este
momento.

Certifico que he leido el documento adjunto en el que se explican detalladamente los
propésitos y procedimientos de esta investigaciéon y que estoy completamente de acuerdo
en participar en la misma por lo que firmo voluntariamente este consentimiento.
ATENTAMENTE,

FIRMA FECHA
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8.3. ANEXO N°3.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIRIQUI
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
ESCUEL DE FARMACIA

SOLICITUD DE PARTICIPACION EN INVES TIGACION

TEMA DE INVESTIGACION: “DETERMINACION DEL FENOTIPO ACETILADOR EN
POBLACION MESTIZA PANAMENA RESIDENTE EN LA PROVINCIA DE CHIRIQUI
USANDO CAFEINA COMO SUSTANCIA SONDA”

En el presente proyecto se investigard la capacidad metabélica de acetilacion de
sustancias en nuestra poblacién. Esto es importante ya que la actividad de las enzimas
acetilantes esta relacionada con el metabolismo de muchos farmacos y alimentos y también
esta relacionado con la predisposicién a algunas enfermedades.

¢Cuadl es el propésito de este informe de consentimiento?
En este documento deseamos explicarle la metodologia basica del estudio, de tal modo que
usted pueda decidir voluntariamente su participacion. Si luego de leer este documento tiene
alguna duda, pida al personal del estudio que le explique. Ellos le proporcionaran toda la
informacién que necesite para que usted tenga un buen entendimiento del estudio.

¢Cudl es el objetivo de este estudio?
Caracterizar el fenotipo acefilador de |a poblacién chiricana de Panama. Esto permitira
determinar si existen factores de riesgo en la poblacién expuesta a farmacos y pululantes
ambientales ademas de predisposicién a ciertos tipos de patologias (Enfermedades).

¢Cual es la importancia del estudio?
Existen pocos estudios relacionados con la caracterizacion fenotipica acetilante en
poblaciones mestizas de América. La poblacién mestiza de Panama ofrece la
particularidad de una extensa mezcla racial, entre tres principales componentes: el blanco
generalmente de origen europeo, el componente negro, generalmente de origen africano y
el componente indigena generalmente nativo de la region.
Estos estudios se han realizado en otras regiones determinandose que que una alta
proporcién (del 40 al 60%) de caucasicos y africano-americanos son acetiladores lentos, 80
a 90% de Japoneses vy esquimales canadienses son acetiladores rapidos, y
aproximadamente 20% o menos de la poblacién egipcia y ciertas poblaciones judias son
acetiladores rapidos
La determinacion de la capacidad acetilante en poblaciones mestizas esta poco estudiada, lo
cual es particularmente importante ya que estas puede ser determinante de los efectos
tanto farmacolégicos como téxicos de farmacos y de diversos pululantes ambientales y ala
predisposicién a ciertas enfermedades.

En base a la capacidad acetilante |as poblaciones se dividen en metabolizadores lentos

(ML), y metabolizadores rapidos (MR). Se ha observado que enfermedades como

neuropatias periféricas asociadas con algunos farmacos ocurren mas frecuentemente en
L.
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iCuales son los posibles riesgos?
Con el proposito de evitar cualquier inconveniente sélo se utilizara como sustancia de
estudio una taza de café, considerando que la mayoria de las personas no presentan efectos
indeseables con ésta sustancia. Sin embargo si a usted le produce cualquier sintoma como
gastritis, acidez o estimulacién gastrica excesiva favor haganoslo saber. El procedimiento es
el siguiente:

e Administracion oral de una taza de café soluble.

e Previo a la administracién, se colectara una muestra de orina control a cada
individuo participante y se le requerira vaciar totalmente la vejiga.

e Tomar aproximadamente un vaso de agua.

e Seguido a esto se le colectara toda la orina durante las 6 horas posteriores a la
administracién del café.

Es importante anotar que no hay riesgo de adquirir enfermedades contagiosas, porque
siempre se usara material nuevo, estéril y desechable.

¢Cuales son los posibles beneficios de participar en el estudio clinico?
El principal beneficio que Usted recibira por la participacién en este estudio sera el que se
pueda adquirir conocimiento cientifico sobre la capacidad de metabolismo de nuestra
poblacién, ya que no existen estudios de este tipo en poblacion panamefia, actualmente
todas las bases de tratamiento se basan en parametros adquiridos en otras poblaciones que
difieren algunas veces de forma muy significativa de la nuestra. Esto puede ser de gran
importancia para una seleccion apropiada de medicamentos en nuestra poblacién

Confidencialidad del participante.
Las unicas personas que sabran que usted particip6 en el estudio somos los miembros del
equipo de investigacion. Si es su voluntad, su nombre no sera registrado en la encuesta ni
en ninguna otra parte.
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