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RESUMEN

La butirilcolinesterasa humana (BChE; EC 3.1.1.8) es una enzima polimérfica
sintetizada en el higado y en el tejido adiposo, ampliamente distribuida en el
organismo y encargada de hidrolizar algunos ésteres de colina como la procaina,
ésteres alifaticos como el Aacido acetilsalicilico, farmacos como la
metilprednisolona, el mivacurium y la succinilcolina y drogas de uso y/o abuso
como la heroina y la cocaina. Es codificada por el gen BCHE (OMIM 177400),
habiéndose identificado mas de 100 variantes, algunas no estudiadas plenamente,
ademas de la forma mas frecuente, llamada usual o silvestre. Diferentes
polimorfismos del gen BCHE se han relacionado con la sintesis de enzimas con
niveles variados de actividad catalitica. Las bases moleculares de algunas de esas
variantes genéticas han sido reportadas, entre las que se encuentra las variantes
Atipica (A), fluoruro-resistente del tipo 1y 2 (F-1 y F-2), silente (S), Kalow (K),
James (J) y Hammersmith (H). En este estudio, en un grupo de pacientes se
aplico el instrumento validado Lifetime Severity Index for Cocaine Use Disorder
(LSI-C) para evaluar la gravedad del consumo de “cocaina” a lo largo de la vida.
Ademas, se determinaron Polimorfismos de Nucle6tido Simple (SNPs) en el gen
BCHE conocidos como responsables de reacciones adversas en pacientes
consumidores de “cocaina” mediante secuenciacion del gen y se predijo el efecto
delos SNPs sobre la funcion y la estructura de la proteina, mediante el uso de
herramientas bio-informéaticas. El instrumento LSI-C ofrecié resultados en cuatro
dimensiones: consumo a lo largo de la vida, consumo reciente, dependencia
psicologica e intento de abandono del consumo. Los estudios de andlisis
molecular permitieron observar dos SNPs codificantes (cCSNPs) no sinénimos en el
27.3% de la muestra, c.293A>G (p.Asp98Gly) y ¢.1699G>A (p.Ala567Thr),
localizados en los exones 2 y 4, que corresponden, desde el punto de vista
funcional, a la variante Atipica (A) [dbSNP: rs1799807] y a la variante Kalow (K)
[dbSNP: rs1803274] de la enzima BChE, respectivamente. Los estudios de
prediccion In silico establecieron para el SNP p.Asp98Gly un caracter patogénico,
mientras que para el SNP p.Ala567Thr, mostraron un comportamiento neutro. El
analisis de los resultados permite proponer la existencia de una relacion entre
polimorfismos o variantes genéticas responsables de una baja actividad catalitica
y/o baja concentracion plasmatica de la enzima BChE y algunas de las reacciones
adversas ocurridas en pacientes consumidores de cocaina.

Palabras clave: Butirilcolinesterasa humana (BChE), cocaina, gen BCHE,
Polimorfismos de Nucle6tido Simple (SNPs), reacciones adversas.
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ABSTRACT

Human Butyrylcholinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) is a polymorphic enzyme
synthesized in the liver and adipose tissue, widely distributed in the body and
responsible for hydrolyze some choline esters such as procaine, aliphatic esters
such as aspirin, drugs as methylprednisolone, mivacurium and succinylcholine and
drug to use and abuse such as heroin and cocaine. It is coded by the BCHE gene
(OMIM 147400), more than 100 variants have been identified, however not all of
them have been studied fully, besides the most common form: usual or wild type.
BCHE polymorphisms have been shown to produce enzymes with varying levels of
catalytic activity. The molecular bases of some genetic variants of BCHE have
been reported, such as the Atypical (A), fluoride-resistant 1 and 2 (F-1 and F2),
silent (S), Kalow (K), James (J) and Hammersmith (H) variants. In this study,
validated instrument Lifetime Severity Index for Cocaine Use Disorder (LSI-C) was
applied to evaluate the severity of the consumption of "cocaine" throughout life. In
addition, Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) were identified in the BCHE
gene, responsible for adverse reactions in patients consumers of "cocaine" by
gene sequencing and the effect of these SNPs on the function and structure of the
protein was predicted, using bio-informatics tools. The LSI-C instrument provided
results in four dimensions: consumption throughout life, recent use, psychological
dependence and quit attempt of cocaine use. Molecular analysis studies allowed to
observe two coding SNPs (cSNPs) in 27.3% of the sample, c.293A>G
(p-Asp98Gly) and ¢.1699G>A (p.Ala567Thr), located in exons 2 and 4, which are,
from the functional point of view, to the atypical variant (A) [dbSNP: rs1799807]
and Kalow variant (K) [dbSNP: rs1803274] of BChE enzyme, respectively. In silico
prediction established for SNPs p.Asp98Gly a pathogenic character, while for the
SNPs p.Ala567Thr showed neutral behavior. The analysis of the results allows
proposing the existence of a relationship between polymorphisms or genetic
variants responsible for the low catalytic activity and/or low plasma concentration of
BChE enzyme and some of the adverse reactions in cocaine consumer patients.

Key Words: Human Butyrylcholinesterase (BChE), BCHE gene, cocaine, Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs), adverse reactions.
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INTRODUCCION

La cocaina, conocida como la Benzoil Metil Ecgonina (BME), es un alcaloide
obtenido de las hojas del arbusto Erytroxylon coca, cultivado y consumido en el
nuevo mundo desde los 3.000 afios a.C., y utilizado masivamente por los
pobladores de Colombia y Peru desde el afio 500 a.C. Segun datos obtenidos del
Informe Mundial Sobre las Drogas de la Organizacion de Naciones Unidas (ONU)
para el afio 2013,entre 167 y 315 millones de personas en el mundo con edades
entre los 15 y 64 afos han consumido algun tipo de droga ilicita
(aproximadamente el 7% de la poblacion mundial), siendo la cocaina consumida
por 14 millones de personas (0.3% de la poblacion mundial).

Tras administrar una dosis de cocaina, aproximadamente el 95% es metabolizado
por la enzima butirilcolinesterasa (BChE) (Kamendulis y cols., 1996; Gorelick,
1997) y solo el 5% lo hace a través de la oxidacion por el sistema microsomal
hepético del citocromo P450 (Poet y cols., 1996).

La BChE (EC: 3.1.1.8) es una enzima sérica y polimérfica, producida en el higado
y en el tejido adiposo (Wescoe y cols., 1947; Lockridge, 1987) ydistribuida en
varios tejidos del organismo (Wescoe y cols., 1947). Es codificada por el gen
BCHE, que esta localizado en el brazo largo del cromosoma 3 (3926.1-926.2)
(Allderdice, 1991; Gaughan, 1991), con un tamafio de 73 Kb y constituido por
cuatro exones separados por tres intrones. El producto del gen es la subunidad
BChE, siendo necesarias cuatro de ellas para constituir la enzima activa.

Ademas de la forma mas frecuente de la enzima, llamada usual o silvestre, mas
de 100 variantes han sido identificadas, no todas ellas estudiadas plenamente
(Mikami y cols., 2008; Shields y cols., 2011) y algunas relacionadas con actividad
deficitaria (Barta, 2001).Las bases moleculares de algunas de esas variantes
genéticas han sido reportadas, entre las que se encuentra las variantes Atipica
(A), fluoruro-resistente del tipo 1y 2 (F-1 y F-2), silente (S), Kalow (K), James (J) y
Hammersmith (H).

Asociado a las variantes del gen BCHE, que son los principales factores genéticos
relacionados con la disminucién de la actividad de la enzima BChE, existen
diferentes factores biologicos y ambientales asociados con su baja actividad, como
por ejemplo, las neoplasias (Kaniaris y cols., 1979), las enfermedades hepaticas
(Schmidt y Schmidt, 1993) y renales (Phillips y Hunter, 1992), la gestacion (Evans,
1980; De Peyster, 1990; Venkataram,1990), la desnutricion (Umeki, 1993), el uso
de anovulatorios orales (Robertson, 1967), entre otras.
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En el presente estudio se evalué la gravedad del consumo de la droga de uso y/o
abuso “cocaina” a lo largo de la vida en un grupo de pacientes, mediante la
aplicacion del instrumento validado Lifetime Severity Index for Cocaine Use
Disorder (LSI-C). Ademas, mediante el secuenciamiento del gen BCHE (Arpagaus
y cols., 1990), se determinaron Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNPs)
conocidos como responsables de reacciones adversas en pacientes
consumidores, y se predijo el efecto de los SNPs sobre la funcion y la estructura
de la proteina, mediante el uso de herramientas bioinformaticas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 COCAINA

La cocaina conocida como la Benzoil Metil Ecgonina (BME), es un alcaloide
obtenido de las hojas del arbusto Erytroxylon coca. La planta es originaria de los
paises de la region andina de América (Bolivia, Per, Colombia y Ecuador) y su
nombre proviene de una de las culturas mas desarrolladas del Alto Peru, la
Aymard, en donde se le llamaba KkoKa, que significa arbusto (Cordoba, 2001). Se
estima que el cultivo y consumo en el nuevo mundo data de 3.000 afios a.C., y
gue desde el afio 500 a.C. se utiliza masivamente por los pobladores de Colombia
y Perl. En toda la region andina desde el norte de Chile hasta la sierra nevada de
Santa Marta, la coca jugé un papel importante en las culturas nativas y se
involucro en ritos y tradiciones indigenas (Pérez Gomez, 1987; Escohotado, 1994,
Ladron de Guevara y cols., 1995).

Popular y comercialmente se da el nombre de cocaina a las sales de este
compuesto (clorhidrato y sulfato de cocaina), que son los dos productos mas
puros en el proceso de refinacion a partir del tratamiento de las hojas de coca
desecadas con gasolina, queroseno, éter o soda caustica, y que luego de ser
tratadas con permanganato potasico, acetona, éter, amoniaco y &cido sulfurico,
dan origen a la denominada «pasta de coca», de la cual se refinan y preparan las
distintas presentaciones de cocaina (Lizasoain y cols., 2001).

Las sales de cocaina son termo-resistentes, poco volatiles y su punto de fusion se
alcanza a los 190°C (Ladrén de Guevara, 1995). También se conoce comunmente
a la cocaina con los nombres de "talco”, “nieve”, "snow", "blow", "lady" y "flake". En
Colombia y otros paises del mundo, en el circulo de consumidores, se le
denomina "perico” o "perica” a las sales de la cocaina con concentraciones
rebajadas de la misma. Por otra parte, se denomina basuco a una sustancia
blanca o pardusca, sélida o semisdlida, que se obtiene como producto intermedio
de la refinacion de las sales de cocaina y que contiene multiples impurezas
propias del procesamiento como otros alcaloides de la coca, metanol, éter,
acetona, permanganato de potasio, acido benzoico, queroseno, sustancias
alcalinas, acido sulfarico o clorhidrico y otros elementos variables que se le
adicionan con el objeto de aumentar el peso. Al basuco también se le conoce
como "crack”, "rock" y "freebase" (Giraldo, 2001). En razén a las impurezas del
producto y a las sustancias agregadas, el basuco tiene un menor costo que el
clorhidrato de cocaina vy, por ello, su consumo es mayor en grupos econémicos
menos favorecidos.
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1.1.1 Epidemiologia del consumo de cocainaenelm undo

En el Informe Mundial Sobre las Drogas de la Organizacion de Naciones Unidas
(ONU) en 2013, se establecié que entre 167 y 315 millones de personas en el
mundo con edades entre los 15 y 64 afios han consumido algun tipo de droga
ilicita. Esto corresponde aproximadamente al 7% de la poblacion mundial. Las
tendencias de consumo no han variado sustancialmente en los ultimos afios,
siendo la marihuana consumida por 180.6 millones de personas (3.9% de la
poblacion mundial de 15-64 afios de edad), los estimulantes anfetaminicos
(excluyendo el éxtasis) por 33.8 millones de personas (0.7% de la poblacion
mundial de 15-64 afos de edad), el éxtasis por 19 millones de personas (0.5% de
la poblacion mundial de 15-64 afios de edad), los opiaceos por 16 millones de
personas (0.4% de la poblacion mundial de 15-64 afos de edad) y la cocaina por
14 millones de personas (0.3% de la poblacion mundial de 15-64 afios de edad)
(ONU, 2013).

Desde 2009, la prevalencia de uso de cannabis, opioides, opiaceos (heroina y
opio) y nuevas sustancias psicoactivas ha aumentado, mientras que la prevalencia
del consumo de cocaina, estimulantes de tipo anfetaminico y éxtasis ha
presentado una tendencia a la baja. Sin embargo, desde 2008 ha habido un
aumento general del 18% en el numero total de personas que han consumido una
sustancia ilicita.

La National Survey on Drug Use and Health (NSDUH) mostré que entre los afios
2011 y 2012 el 1,65% de la poblacion norteamericana mayor de 12 afios habia
consumido cocaina. Con frecuencia, el consumo de cocaina se asocia al de otras
drogas; por ejemplo, el Epidemiological Catchment Area (ECA) Study mostré que
el 84% de los dependientes de cocaina lo eran también del alcohol (ECA, 1984).
La ONU ha estimado que las principales fuentes de suministro de cocaina en el
mundo se encuentran en Sudameérica y especialmente en Colombia, de donde se
estima que se surte mas del 60% del mercado mundial de la cocaina. La tasa de
consumo en varones sigue siendo mayor que en mujeres, pero la diferencia se ha
acortado en las 2 udltimas décadas (Van Etten y Anthony, 1999). Los hombres
parecen tener respuestas mas rapidas e intensas a la cocaina (Lukas y cols.,
1996), mas anomalias de la perfusion cerebral (Gottschalk y cols., 2001), mas
pérdida neuronal en la corteza frontal (Kaufman y cols., 2001) y menos ansiedad
derivada del consumo (Kosten y cols., 1989). Las mujeres adictas suelen tener
mas trastornos afectivos y menos trastornos de la personalidad (Magura y cols.,
1998). Algunos estudios sugieren que la adiccion a la cocaina podria desarrollarse
mas rapidamente en la mujer que en el hombre (McCance-Katz y cols., 1999) y
generar mayor desajuste psicosocial (Weis y cols., 1997; McCance-Katz y cols.,
1999).
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1.1.2 Variantes de cocaina y vias de consumo

El consumo de cocaina varia segun la concentracion del principio activo, ritmo, via
y combinacién con otras sustancias (Caballero y Alarcon, 2000).

Segun la Concentracién del principio activo y el ri tmo:

Consumo controlado: habitualmente experimental o recreativo de cantidades
moderadas (menos de 0.25 g) y con conservacion del control voluntario sobre
el consumo.

Consumo intensificado o compulsivo: que caracteriza el abuso y la
dependencia (puede llegar a consumirse varios gramos, durante horas o dias
seguidos y no se conserva integra la voluntad de dejar de consumirla, a pesar
de las consecuencias negativas).

Segun la Via:

Oral: de hojas frescas de la planta de coca mascadas, costumbre propia en
algunas etnias de los paises productores.

Nasal o naso-alveolar: por inhalacion mediante un tubo hueco de “lineas” o
“rayas” de clorhidrato de cocaina pulverizada. Su absorcion esta limitada por el
efecto vasoconstrictor de la sustancia a nivel de la mucosa nasal.

Aspiracion, fumada de pasta de coca o aspiracion de base libre: fabricada a
partir de clorhidrato o de “crack”. La cocaina fumada tiene una absorcion muy
rapida a la circulacién cerebral (6-8 segundos), con un mayor volumen de
distribucion que la consumida por via intranasal.

Intravenosa: de clorhidrato de cocaina disuelto en agua mediante
calentamiento en una cucharilla o similar. Este consumo afiade los riesgos y
complicaciones de la administracion por via parenteral.

Otras vias menos frecuentes son la rectal o genital.

Segun la Mezcla o consumo junto con otras sustancia  s:

Cocaina pura.
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» Cocaina mezclada con alcohol, marihuana y otros estimulantes o sedantes,
incluidos los de prescripcion médica. Cuando esta se mezcla con heroina, en
presentacion intravenosa, se llama “speedball” (literalmente: pelotazo).

La cocaina es bien absorbida por la mayoria de las vias de administracion. Las
sales de cocaina son muy difusibles en agua y termolabiles; la hidro-solubilidad de
las sales de cocaina permite que sean facilmente absorbibles por las mucosas
nasales ("sniffin"), pero no permite que sean fumadas. Una linea tipica de cocaina
para aspiracion nasal contiene entre 20-30 mg. Las sales de cocaina también
pueden ser absorbidas por via parenteral (Jaffe, 1996).

El basuco o base de coca es una sustancia insoluble en agua, pero soluble en
lipidos y solventes organicos. La composicion quimica depende de las impurezas
gue lo acompafian, que son agregadas en el proceso de purificacién. Tiene como
via de penetracion principal la inhalatoria en forma fumada, pero no se utiliza por
via nasal ni se inyecta, ya que la absorcion es escasa dado que no es hidrosoluble
y ademds presenta riesgos por la via parenteral en razén de los productos y
sustancias acompafnantes que trae (Jaffe, 1996).

1.1.3 Metabolismo de la cocaina

Una vez absorbida, la cocaina pasa rapidamente a la sangre y se distribuye por
todo el organismo, teniendo especial afinidad por el cerebro. Atraviesa la barrera
hemato-encefélica y feto-placentaria. La bio-transformacion del principio activo se
inicia en la sangre, siendo metabolizada en presencia de la enzima colinesterasa
plasmatica o butirilcolinesterasa (BChE), particularmente en el higado, donde se
hidroliza en dos metabolitos principales: Benzoil Ecgonina (BEG) y la Ecgonina
Metil Ester (EME). También se producen cantidades menores de Norcocaina (que
se consideran poco relevantes). En el caso de las formas fumadas, se transforma
en Anhidro Ecgonina Metil Ester (AEME), activa en animales y de accién poco
conocida en humanos. Todos los metabolitos de la cocaina tienden a acumularse
en el tejido graso, desde el cual, se liberan lentamente. 15 a 30 minutos después
de la administracion de la droga, aparece la BEG que puede detectarse en plasma
(hasta 24 horas después de la administracion) y en orina (hasta 3-4 dias después
de un consumo moderado); por ello, es el metabolito utilizado para determinar el
consumo reciente en ambitos asistenciales. La BEG puede detectarse también en
saliva, cabello o sudor, mediante las técnicas habituales de radio o enzimo-
inmuno-analisis. EI consumo conjunto de alcohol y cocaina da lugar por trans-
esterificacion hepatica a Etilencocaina o Cocaetileno, potentes estimulante del
Sistema Nervioso Central (SNC), con una vida media 2 a 3 veces mayor que la de
la cocaina libre (Hart y cols., 2000).
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Ni la cocaina o sus metabolitos se unen a proteinas plasmaéticas, por lo que la vida
media de los metabolitos es mas larga que la de la cocaina libre (cerca de 60
minutos) (Jaffe, 1996). Por ello, la cantidad hallada en sangre corresponde
fielmente con la cantidad a la que estan expuestos los receptores en el SNC. Las
personas con sobredosis muestran concentraciones diferenciales importantes
entre el cerebro y la sangre, pudiendo ser hasta 10 veces mayor en el primero
(Karch, 1991). La eliminacion de los metabolitos o la forma libre se efectlia por via
renal.

En consumo agudo, la cocaina impide la recaptacion del neurotransmisor
dopamina en la célula pre-sinaptica, aumentando la disponibilidad de ella en la
hendidura sinaptica. Las vias dopaminérgicas se relacionan con los sistemas de
recompensa en el cerebro y con conductas de auto-administraciéon y compulsion
(Matthew, 1983). La mayor disponibilidad de neurotransmisores dopaminérgicos
permite una estimulacion mayor y mas prolongada de los neuro-receptores D1,
D2, D3, D4 y D5, convirtiendose en un agonista dopaminérgico directo (Brody,
1998). En contraste con este efecto agudo, el efecto del uso crénico de la cocaina
es el agotamiento de la dopamina en la hendidura sinaptica (Nunes, 1990). La
cocaina inhibe la recaptacion de la serotonina y de su precursor, el triptéfano,
dentro de las neuronas serotoninérgicas. Esto lleva a la estimulacion de los auto-
receptores inhibitorios pre-sinapticos aumentando la concentracion de la
5-hidroxitriptamina  (5-HT) en la hendidura sinaptica, llevando a una
retroalimentacion negativa que causa agotamiento rapido de 5-HT en el cerebro.
En general el efecto sobre la 5-HT es inhibitorio. Esta via serotoninérgica estaria
relacionada con los efectos alucinatorios y psico-miméticos y puede explicar los
cambios motores y estereotipias vistos en personas intoxicadas con esta droga de
abuso (Jaffe, 1996).

La BEG y EME actian como agonistas adrenérgicos directos bloqueando el
sistema de transporte en la membrana de la célula nerviosa e impiden también la
recaptacion de los neurotransmisores norepinefrina y epinefrina en la célula pre-
sinptica, aumentando la disponibilidad en la hendidura sinaptica (Jaffe, 1996). La
via norepinefrinica tiene que ver con el sistema de alerta y vigilia (Cooper, 1982).
La mayor disponibilidad de los neurotransmisores adrenérgicos, permite una
estimulacion mayor y mas prolongada de los receptores adrenérgicos al, a2, B1,
B2 y B3 (DellaPuppa, 2000). También estimula la tirosina hidroxilasa que ayuda a
producir mas norepinefrina en la neurona.

Por otra parte, el cocaetileno (resultante del consumo conjunto de alcohol y
cocaina), tiene accion dopaminérgica semejante a la cocaina, pero de menor
afinidad por los transportadores de serotonina y norepinefrina (Henning y Wilson,
1996) y un mayor riesgo toxico (Randall, 1992).
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La dosis toxica varia ampliamente y depende de la tolerancia individual, la via de
administracion y la presencia de otros factores asociados y drogas. Cuando la
cocaina se inyecta por via endovenosa, produce efectos en 1-2 minutos, puede
producir niveles altos transitorios en cerebro y corazon que pueden causar
convulsiones o arritmias cardiacas, mientras que las mismas dosis aspiradas
suelen producir soélo euforia (Klaassen, 1994). Se considera que niveles
sanguineos de cocaina entre 100 a 200 pgr% producen alteraciones clinicas
evidentes.

Tras administrar una dosis de cocaina, aproximadamente el 95% es metabolizado
por la butirilcolinesterasa (Kamendulis y cols., 1996; Gorelick, 1997) y solo el 5%
lo hace a través de la oxidacion por el sistema microsomal hepatico del citocromo
P450 (Poet y cols., 1996). Sin embargo, esta via metabdlica minoritaria produce
metabolitos intermedios como la norcocaina, el nitroxido de norcocaina, el
peroxido de hidrogeno y el anion superéxido, que causan disminucion marcada de
Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fostato en su forma reducida (NADPH)y del
glutation en el hepatocito (Van Thiel, 1992). La deplecién de glutation y NADPH
agota los sistemas antioxidantes celulares, el peroxido de hidrogeno, el anidn
superoxido y los radicales hidroxilos que estimulan la peroxidacion lipidica,
dafando las membranas celulares.

1.1.4 Manifestaciones clinicas y complicaciones as  ociadas al consumo de
cocaina

Se ha descrito una variada gama de manifestaciones clinicas y complicaciones
asociadas al uso de cocaina (Tabla 1). Las manifestaciones clinicas son
consecuencia de la capacidad de la cocaina para estimular el SNC y el sistema
cardiovascular, y como otros estimulantes, la sobredosis puede producir efectos
paraddjicos de depresion neurolédgica y cardiovascular (Jacobsen y cols., 1997).
Las complicaciones anatémicas a largo plazo dependeran exclusivamente de la
via de administracion de la sustancia (Garro, 2011). Los conocimientos actuales
relacionados con la toxicidad de la cocaina se derivan de casos individuales y de
algunas pequeiias series de pacientes observados (Solano y cols., 2006).

La intoxicacion por consumo de cocaina puede clasificarse en dos grandes grupos
(Garro, 2011):
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1.1.4.1 Intoxicacion aguda. Casi inmediatamente después del consumo de
cocaina inhalada o inyectada y luego de 3 a 5 minutos de la ingesta de la droga,
se presenta el cuadro clinico denominado “euforia intensa”, el cual se presenta en
4 etapas (Garro, 2011):

Euforia: caracterizada por excitacion placentera con hiperactividad,
hiperhidrosis, hipervigilia, taquicardia y en algunos casos excitacion sexual
pasajera.

Disforia: también llamada etapa de angustia, se caracteriza por apatia,
melancolia, afdn de consumir mas droga, indiferencia sexual, agresividad y
anorexia.

Alucinosis: alucinaciones tactiles, visuales, auditivas y olfatorias, apatia sexual
y tendencia a huir por el contenido persecutorio de las alucinaciones.

Psicosis: dias 0 meses después de consumir la droga se intensifican las
alucinaciones y se genera mas agresividad y en ocasiones psicosis paranoide
gue puede llevar a suicidios u homicidios.

Otras manifestaciones clinicas de intoxicaciéon aguda en los diferentes érganos y
sistemas son los siguientes (Garro, 2011):

Sistema Cardiovascular: Dosis bajas de cocaina producen estimulacion vagal y
bradicardia; dosis altas producen taquicardia y vasoconstriccibn con aumento
de la presion arterial y espasmo de las arterias coronarias debido al bloqueo de
la reabsorcion pre-sinaptica de norepinefrina en el corazén. La administracion
venosa directa produce paro cardiaco por accion toxica sobre el miocardio,
Infarto Agudo de Miocardio (IAM), muerte subita de origen cardiaco y con
menor frecuencia aparecen arritmias, principalmente fibrilacién auricular. La
precordalgia se atribuye al espasmo de las arterias coronarias. Otros efectos
que se describen son el aumento de la actividad fisica, hiperreflexia, midriasis y
la produccion de hemorragia sub-aracnoidea debido al aumento de la presion
arterial.

Sistema Gastrointestinal: Colitis, Ulceras pépticas e isquemia intestinal.
Sistema Nervioso Central: Disminucion de la sensacion de fatiga y cansancio.
Dosis bajas de cocaina no alteran la coordinacion motora, pero a dosis altas,

por accion sobre otros centros, ocasiona tremor y convulsiones tonico-clénicas.
La estimulacion de los centros bulbares trae como consecuencia la aparicion
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de polipnea y emesis. La estimulacién inicial vaseguida de depresion de todo
el Sistema Nervioso Central y la muerte puede ocurrir generalmente por paro
cardio-respiratorio.

Sistema Respiratorio: El “crack” fumado es el responsable de la mayoria de las
complicaciones que produce la cocaina a nivel respiratorio. Entre las
complicaciones mas frecuentes se encuentra el barotrauma: neumotorax,
neumopericardio y neumomediastino (Murray y cols., 1988; Forrester y cols.,
1990; Garcia y cols., 1994); el edema pulmonar agudo no cardiogénico (Cucco
y cols., 1897) cuyo mecanismo subyacente no esta bien determinado, aunque
se han barajado como posibles causas la disfuncion ventricular izquierda
transitoria o la alteracion de la permeabilidad capilar pulmonar (Kleerup y cols.,
2002); el “pulmdén de crack” de posible origen isquémico caracterizado por
fiebre, disnea, infiltrados pulmonares, bronco-espasmo, dolor toracico
inespecifico, tos productiva con esputo hemoptoico, a veces hemoptisis franca
y hemorragia pulmonar y la exacerbacion de cuadros asmaticos.

Sistema Renal y Musculo Esquelético: El riidn es uno de los érganos mas
afectados en la intoxicacion por cocaina. Se han descrito varios efectos fisio-
patoldgicos entre los que se encuentran la induccion de aterogénesis, cambios
hemodinamicos y alteracion en la sintesis de la matriz mesangial (Solano y
cols., 2006). La insuficiencia renal secundaria a rabdomiolisis es la
complicacién renal mas frecuente del consumo de cocaina (Herzlich y cols.,
1988; Amoedo y cols., 1999; Vallina y cols., 2002). En estudios realizados en
pacientes con efectos secundarios del consumo de cocaina hasta en un 24%
se encontraron sintomas relacionados con la rabdomiolisis (Welch y cols.,
1991; Di Paolo y cols., 1997). El mecanismo etiopatogénico de la rabdomiolisis
es, aun en la actualidad confuso, pudiendo asociarse a hipertermia en algunas
ocasiones (Vallina y cols., 2002).

Embarazo, feto y recién nacido: El uso de cocaina se asocia con un riesgo
elevado de aborto, malformaciones congénitas, muerte fetal in Utero,
desprendimiento de placenta, prematuridad, bajo peso al nacer y microcefalia.
El riesgo de sindrome de muerte subita neonatal es muy elevado. La cocaina
atraviesa la placenta, produciendo lesiones cerebrales isquémicas.

1.1.4.2 Intoxicacion cronica. El uso prolongado de la cocaina se asocia con
sintomas constitucionales. La absorcion de la droga por via nasal produce
vasoconstriccidn marcada con isquemia de la mucosa y del cartilago, con posterior
necrosis y perforacion, ocasionando epistaxis. En inhaladores y en fumadores se
presenta disfonia y afonia. En fumadores, a nivel pulmonar se presenta congestion
pasiva aguda severa asociada a ingurgitacion de los tabiques, extravasacion de
algunos glébulos rojos y edema focal, sin que existan signos de congestion
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pasivacronica. A nivel bronquial aparecen signos clinicos de bronquitis con
expectoracion hemoptoica o hemoptisis franca. En piel y faneras es frecuente
encontrar pigmentacién oscura de los pulpejos de los dedos, de las encias, de los
carrillos y de los incisivos centrales. En el SNC se afecta la esfera psicologica, con
percepcion de alucinaciones tactiles, parestesias denominadas “bichos de la
cocaina”, ruptura de las relaciones afectivas, pérdida de la autoestima y
mitomania. En el tracto gastrointestinal no suele haber signos especificos de
consumo cronico (Garro, 2011).

En las autopsias no se han observado cambios morfolégicos significativos en la
médula 6sea o0 en los ganglios linfaticos. A nivel del SNC no se han descrito
hallazgos morfolégicos caracteristicos, a pesar de que en los casos mortales la
mayor concentracion de cocaina y sus metabolitos se encuentra en el encéfalo. En
el corazon y arterias coronarias se han reportado bandas de contraccion, fibrosis o
infiltrados y/o infartos o trombosis (Garro, 2011).

Tabla 1. Manifestaciones clinicas y ¢ omplicaciones asociadas al
consumo de cocaina

Cardiacas

Manifestaciones clinicas: Complicaciones:

Hipertension arterial (HTA) Infarto Agudo de Miocardio (IAM)

Bradicardia Arritmias cardiacas

Taquicardia Miocardiopatias

Precordalgia Miocarditis

Palpitaciones Endocarditis

Pulmonares

Manifestaciones clinicas: Complicaciones:

Taquipnea Neumotérax

Polipnea Neumomediastino

Disnea Neumopericardio

Sibilancias Edema pulmonar

Tos hemoptoica Exacerbaciones de asma

Hemoptisis franca Bronquiolitis obliterante
Hemorragia pulmonar

Endocrinas

Manifestaciones clinicas: Complicaciones:

Diaforesis Hiperprolactinemia

Gastrointestinales

Manifestaciones clinicas: Complicaciones:

Dolor abdominal Isquemia intestinal

Nauseas Perforacion gastrointestinal

Emesis Colitis

Anorexia
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Psiquiatricas

Manifestaciones clinicas:
Ansiedad

Depresion

Delirios

Confusion

Alucinaciones visuales
Alucinaciones auditivas
Alucinaciones tactiles
Alucinaciones olfatorias

Complicaciones:
Paranoia
Psicosis
Suicidio
Mitomania

Agresividad

ORL y Oftalmoldégicas

Manifestaciones clinicas: Complicaciones:

Xeroftalmia Ulceras gingivales
Xerostomia Erosiones dentales

Midriasis Queratitis

Rinorrea Defectos corneales epiteliales
Epistaxis Rinitis cronica

Disfonia Perforacion septo nasal
Afonia Granuloma de la linea media

Pigmentacién de incisivos
centrales, encias y carrillos

Alteraciones olfatorias
Neuropatia 6ptica
Sinusitis oteolitica

Renales

Complicaciones:
Rabdomiolisis
Insuficiencia renal aguda
Nefritis intersticial aguda
Nefropatia tubular aguda

Neuroldgicas

Manifestaciones clinicas:
Hiperreflexia

Complicaciones:
Eventos cerebro-vasculares

Tremor Hemorragia sub-aracnoidea
Hipervigilia Crisis epiléptica
Atrofia cerebral
Vasculitis cerebral
Cefaleas/migrafias
Obstétricas
Complicaciones:
Aborto

Muerte fetal in Utero

Malformaciones congénitas
Desprendimiento placentario

Prematuridad
Microcefalia

Bajo peso

Muerte sibita neonatal

Otras
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Manifestaciones clinicas: Complicaciones:
Excitacion sexual pasajera Disfuncion sexual
Eyaculacién espontanea Hiperpirexia
Palidez muco-cutanea Muerte subita

1.2 COLINESTERASAS

Las colinesterasas son hidrolasas de éster carboxilico especializadas en la
degradacion de ésteres de colina. La definicion y clasificacion de las
colinesterasas tuvo su origen en el descubrimiento de la especificidad particular de
las enzimas por el sustrato presente en las esterasas de la sangre y el suero
(Galehy y Plattner, 1927). Posteriormente, Stedman y Easson (1932) prepararon
una enzima de suero de caballo que se considerd especifica para hidrolizar
ésteres de colina y se encontr0 que esta enzima era capaz de hidrolizar la
butirilcolina méas rapidamente que la acetilcolina. Alles y Hawes (1940)
encontraron diferencias fundamentales entre las colinesterasas del eritrocito y el
suero: mientras que la colinesterasa de eritrocito mostraba inhibicion por exceso
de sustrato, la correspondiente de suero no mostraba tal efecto, y ademas no era
capaz de hidrolizar el sustrato sintético acetil-B-metilcolina.

Mendel y Rudney (1943) estudiaron los efectos de inhibidores sobre ambos tipos
de colinesterasas y acufiaron los términos de colinesterasa real vy
pseudocolinesterasa para las enzimas de eritrocito y suero respectivamente (hoy
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa).

La Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica, en 1964, acordd
recomendar las denominaciones de colinesterasa (acilcolina, acilhidrolasa,
butirilcolinesterasa, BChE, EC: 3.1.1.8) para las enzimas de suero y de otros
tejidos que hidrolizan mas rapidamente butirilcolina o propionilcolina (o sus tio-
analogos) y acetilcolinesterasa (acetilcolina, acetilhidrolasa, AChE, EC: 3.1.1.7)
para las enzimas que actian mas rapidamente sobre la acetilcolina (o sus tio-
analogos).

1.2.1 Origen de las Colinesterasas

Las enzimas AChE y BChE son enzimas distintas, codificadas por dos genes
diferentes, pero relacionados. Tanto la estructura del gen BCHE como de la
enzima BChE son similares al gen ACHE y a la enzima AChE, lo que apoya la
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hip6tesis de que los dos genes son el fruto de la duplicacién a partir de un gen
ancestral comun (Chatonnet y Lockridge, 1989).

La secuencia de aminoacidos de BChE humana tiene un 54% de identidad con la
AChE de Torpedo califérnica y Torpedo marmorata y 38% de identidad con AChE
de Drosophila melanogaster (McTiernan y cols., 1987). BChE y AChE tienen
aproximadamente el mismo numero de aminoacidos por subunidad catalitica, 574
y 575 respectivamente, y sus diferencias en peso molecular son debidas a
diferencias en la glicosilacion. AChE tiene 4 y BChE tiene 9 cadenas de
carbohidratos por subunidad (Lockridge y cols., 1987a; Lockridge y cols., 1987b).

1.2.2 Butirilcolinesterasa

La butirilcolinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8), también conocida como colinesterasa
sérica, pseudocolinesterasa, colinesterasa inespecifica o acilcolina acilhidrolasa
(isoforma de la acetilcolinesterasa), es una glicoproteina tetramérica con una
masa molecular de 342 KDa, constituida por cuatro subunidades idénticas o
mondmeros unidos entre si por puentes disulfuro, con un sitio catalitico activo en
cada una de ellas (Bergmann, 1954). Cada mondmero consiste en 574
aminoacidos y 9 cadenas de carbohidratos ancladas a 9 asparaginas, con un peso
molecular aproximado de 85 KDa (Lockridge y cols., 1987a,b) (Figura 1).

La estructura cristalogréfica de la BChE, descrita por Nachon y cols. (2002) a partir
de una BChE humana recombinante, permitié6 determinar la forma de “garganta”
del sitio activo, compuesto por aproximadamente 55 aminoacidos (Figura 2). El
Sitio Anidnico Periférico (PAS), localizado en el vestibulo de la garganta, esta
constituido por los aminoacidos acido aspartico (D70) y tirosina (Y332), los cuales
estan relacionados con la union inicial de sustratos cargados positivamente. El
aminoacido D70 forma un bucle omega (Q) con triptéfano (W82), componente del
sub-sitio de unién del sitio activo (Masson y cols., 2001). La cavidad axionica
localizada proxima al sub-sitio de unién incluye los aminoacidos glicina (G116 y
G117) y alanina (A199). El sitio esterasico de la BChE es formado por la triada
catalitica de los aminoacidos serina (S198), histidina (H438) y &cido glutamico
(E325), responsable de la hidrélisis (Shafferman y cols., 1992).
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Figura 1. Estructura cristalina de un mondmero de la enzima BChE humana. 59% de la estructura
corresponde a bucles (hebras blancas), 30% a a-hélices (espirales) y 11% a -laminas plegadas
(flechas). Fuente: Protein Data Bank (PDB). Digital Object Identifier (DOI): 10.2210/pdb1p0i/pdb.

La BChE es sintetizada en el higado y en el tejido adiposo (Wescoe y cols., 1947;
Lockridge, 1987) y ampliamente distribuida en el organismo, encontrandose en
piel, pancreas, mucosa intestinal, sustancia blanca cerebral, corazén, muasculo
liso, plasma y adipocitos (Wescoe y cols., 1947), siendo su funcion la de hidrolizar
algunos ésteres de colina como procaina (Lockridge, 1990) y tetracaina, ésteres
alifaticos que no contienen colina como acido acetilsalicilico (Harris, 1980),
heroina, cocaina (Lockridge, 1980) y acetato de metilprednisolona o farmacos
relajantes musculares como mivacurium (Cook y cols., 1989), suxametonio
(Bourne y cols., 1952) y el muy empleado aun succinilcolina (Tood, 1992; Jacobs,
1994; Angel, 1996). Otras funciones fisiolégicas de la BChE han sido estudiadas
por McQueen (1995) dentro de las que se encuentran metabolismo de lipidos y
lipoproteinas, control de la concentracion de colina libre, participacion en
mecanismos de destoxificacion, prevencion de acumulacién de butirilcolina,
crecimiento y carcinogénesis, entre otras. Chautard-Freire-Maia (1991) y Alcantara
(2000) encontraron correlacion entre la actividad de formas heterdlogas de la
BChE con el peso y el indice de masa corporal, sugiriendo una probable funcion
de ésta enzima en el metabolismo de los lipidos.
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Figura 2. Estructura esquematica del sitio activo de la BChE. La triada catalitica esta constituida
por los aminoacidos serina (S), histidina (H) y acido glutamico (E). El grupo acilo del sustrato
(acetilcolina) esta contenido en el bolsillo acilo (A), mientras que el nitrégeno cuaternario interactda
con el sitio aniénico formado por el amino&cido triptéfano (W). Los sustratos interactlian con
residuos de &cido aspartico (D) y tirosina (Y), localizados en el vestibulo de la “garganta” del sitio
activo. Fuente: Darvesh y cols. Nature Reviews Neuroscience.2003;4:131-138.

La BChE se presenta en el plasma humano en cinco diferentes formas
moleculares identificadas a través de la electroforesis bi-dimensional en papel de
filtro (Harris y cols., 1962; Masson, 1989). Puede estar apenas como mondmero-
C;i-, dimero-Cs-0 tetramero-C,— (forma mas abundante de la BChE plasmatica), o
componer formas heter6logas en las cuales un mondémero se asocia a otras
sustancias como la albumina sérica -C,—, la a2 macroglobulina o la transferrina, o
un tetramero se asocia a una proteina aun desconocida, constituyendo el complejo
-Cs- (Alcantara y cols., 1999; Alcéntara, 2000). Los dimeros -Cs- son formados por
la union de mondémeros a través de puentes disulfuro y los tetrameros -C4- son
formados por dimeros, con una masa molecular de 342 KDa. En la electroforesis
en gel de poliacrilamida pueden ser vistos hasta 12 bandas con actividad de
BChE, sugiriendo la existencia de, por lo menos, 8 formas heterblogas (Alcantara,
2000). Una nueva banda electroforética (C4s) fue descrita por Souza y cols.
(1995), cuya movilidad es semejante al de la banda Cs. Actualmente se utiliza otra
nomenclatura basada en las letras G y A para determinar las formas globulares y
asimétricas de BChE, respectivamente. Por ejemplo, G1, G2, G3 y G4 hace
referencia a los mondémeros, dimeros, trimeros (resultantes de la degradacion) y
tetrameros, respectivamente (Massoulié y Bon, 1982). En el caso de la forma
heteréloga C2 se utiliza G1-ALB, evidenciando un mondémero unido a una
albumina (Krejci y cols., 1997).

33



Varios factores han sido asociados con alteracion en la actividad de la BChE,
como por ejemplo estrogenos (disminuyen la actividad enzimatica), el peso, el
indice de masa corporal, la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (aumentan la
actividad enzimatica).

La accion de BChE es inhibida In vitro por el anestésico local dibucaina, que
disminuye la capacidad de hidrolizar sustratos en un 80%. Los valores normales
de BChE usualmente fluctian entre 8 y 18 U/ml. Cuando existe una alteracion
hepatica, la concentracion disminuye en relacion directa con el ndmero de
hepatocitos alterados (Sanchez, 1998; Cucuianu, 1999). No sélo las
enfermedades hepaticas afectan la actividad de la BChE, sino también la accion
de algunas drogas como relajantes musculares, estrogenos y anticonceptivos
orales (Sonnerwith y Leonard, 1983).

1.2.3 Estructura del Gen BCHE

La BChE es una enzima polimérfica codificada por el gen BCHE, secuenciado por
Arpagaus y cols. (1990) y mapeado en el cromosoma 3 y. Allderdice (1991) y
Gaughan (1991) confirmaron la localizacion de este gen en la region 3926.1-926.2
(Figura 3), con un tamafio de 73 Kb y constituido por cuatro exones separados por
tres intrones (Figura 4). El producto del gen es la subunidad BChE, siendo
necesarias cuatro de ellas para constituir la enzima activa. El 83% de la subunidad
BChE, incluyendo el extremo N-terminal y el sitio activo localizado el aminoacido
198, es sintetizado por el exdn 2, el mas grande de los cuatro exones. El exén 4
codifica el extremo C-terminal de la proteina, el cual incluye la region 3'UTR con
sus dos sitios funcionales de poliadenilacion.
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Figura 3. Localizacién cromosémica del gen BCHE. La flecha indica la posiciéon del gen BCHE
sobre el brazo largo del cromosoma 3 (3926.1-026.2) y la barra de color rojo su localizacién exacta.
Fuente: http://genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BCHE

El promotor del gen BCHE esta constituido en un 66% por adeninas y timinas, no
tiene ningun elemento TATA o CAAT y no es rico en guaninas o citosinas, lo que
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hace que el gen se exprese constitutivamente, siendo solo regulado durante la
diferenciacion celular y el desarrollo de organismo. El elemento iniciador del gen
Se caracteriza por ser una secuencia rica en pirimidinas seguida por una adenina
gue marca el sitio de inicio de la transcripcion.

120 bp 1,525 bp 167 bp 602 bp
s — | ]
Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon4

Figura 4. Disefio esquematico del gen BCHE, mostrando los cuatro exones y el nimero de pares
de bases que lo componen. El exdn 1 es no codificante. Las regiones en negrilla corresponden a la
proteina madura. Fuente: Parnas y cols. American Journal of Clinical Pathology. 2011; 135:271-
276.

1.2.4 Variantes de Butirilcolinesterasa

En 1950 se observdO en el plasma de personas saludables que habian
experimentado una respuesta prolongada a la succinilcolina (relajante muscular)
la presencia de una colinesterasa anormal o atipica (Kalow, 1962). Dicha variante
se caracterizaba por la incapacidad de hidrolizar la succinilcolina a dosis
farmacoldgicas, causando apnea respiratoria y pardalisis muscular prolongada en
los pacientes, quienes requerian ventilacion artificial en Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI). Esto evidencié que no todos los casos de apnea prolongada
causada por niveles bajos de la enzima podrian atribuirse a la disminucion en la
sintesis ocasionada por una enfermedad hepatica de base o la desnutricién, ya
gue se produjo en pacientes en los que ninguna de estas situaciones aplicaba.

Las primeras observaciones de ciertos casos de deficiencia familiar de BChE
indicaban herencia autosémica recesiva (Lehman, 1956). Sin embargo, Kalow
(1956) reportd en estudios del suero a personas y familiares con baja actividad
enzimatica que apuntaban al modo de herencia codominante y acufié los fenotipos
de “Usual” (U) y “Atipica” (A) para los dos tipos de BChE. Mediante la inhibicion de
la enzima In vitro con inhibidores conocidos de la colinesterasa, en particular el
anestésico local dibucaina, Kalow demostré una distribucion trimodal de la
actividad residual, a la cual se le conoce con el nombre de “Porcentaje de
Inhibicion de la Dibucaina”. Basados en dicho porcentaje, las personas son
clasificadas en tres grupos: con enzima usual (inhibicion del 80%), con enzima
atipica (inhibicion del 20%) y un tercer grupo con un 60% de inhibicion llamado
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intermedio (Kalow, 1957). Esto demostrd que los homocigotos (A/A) para la forma
atipica contaban con una enzima resistente a la dibucaina, mientras que los
homocigotos para la forma usual (U/U) no lo eran. El nivel intermedio de inhibicion
representaba a los heterocigotos para la condicion (A/U).

Hoy en dia se conoce que las diferencias en el porcentaje de inhibicion a la
dibucaina se deben al procesamiento alternativo, durante la formacion del Acido
Ribonucleico mensajero (ARNm), diferenciandose cada isoforma en la region
terminal (entre 3 a 28 aminoacidos).

En 1986 se identifico la secuencia completa de los 1722 nucleotidos
correspondientes a los 574 aminoéacidos que codifican la variante normal de la
BChE (La Du, 1996).

Una clasificacion basada en variantes de la enzima fue propuesta por Primo-
Parmo (1993). Las variantes cualitativas determinan proteinas diferentes a la
enzima usual (o normal) y son identificadas por métodos de inhibicion enzimética.
Las variantes cuantitativas presentan caracteristicas similares a la enzima usual,
pero estan presentes en el plasma a concentraciones bajas y solo se pueden
detectar mediante pruebas de inhibicién en algunas combinaciones genotipicas.
Las variantes silenciosas tienen actividad inferior al 10% del nivel de la enzima
usual.

Es posible identificar los fenotipos enzimaticos de la BChE, para lo cual existen
diversos métodos y técnicas de medicion de la actividad de la enzima frente a
varios tipos de sustratos, pero ninguno ha sido aceptado universalmente. Hoy,
mediante el andlisis de Acido Desoxirribonucleico (ADN), es posible identificar los
genotipos de BCHE. Aunque mas de 100 variantes en el gen BCHE han sido
identificadas (Tabla 2), no todas ellas han sido estudiadas plenamente (Mikami y
cols., 2008; Shields y cols., 2011), algunas relacionandose con actividad deficitaria
de la enzima (Barta, 2001). Es conocido que la frecuencia de estos polimorfismos
varia entre poblaciones (Ruprecht, 2001). Ademas de las variaciones normales de
indole genética como las antes referidas, los niveles de la enzima pueden verse
afectados por variantes genéticas disfuncionales, por exposicion a inhibidores
enzimaticos (como la dibucaina) o por biosintesis reducida (Trundle, 1988).

La mayor parte de las variantes descritas en el gen BCHE se encuentran
localizadas en el exon 2 y aproximadamente el 92% de ellas presentan
frecuencias poblacionales inferiores al 1%.
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Tabla 2. Variantes del gen BCHE identificado s en la literatura y en bases de datos

publicas
Cambio de nucledtido | Nombre ? Referencia
Exoén 1
c.-116G>A Bartels y cols., 1990.
c.-32G>A Shields y cols., 2011.
Exoén 2
c.9 11delCAT p.lleddel Maekawa y cols., 1997.
Bartels y cols., 1992b;
c.16delA p.lle6is Primo-Parmo y cols., 1996.
c.35A>G p.Lys12Arg Mikami y cols., 2008.
c.45G>C p.Glyl5Gly Mikami y cols., 2008.
C.67A>G p.lle23Vval dbSNP.
Cc.71C>T p.Thr24Met Maekawa y cols., 1997.
C.82T>A p.Phe28lle Yen y cols., 2003.
C.98A>G p.Tyr33Cys Primo-Parmo y cols., 1996.
€.109C>T p.Pro37Ser Primo-Parmo y cols., 1996.
C.119A>G p.Lys40Arg dbSNP.
c.155C>T p.Thr52Met Maekawa y cols., 1997.
c.164C>A p.Ala55Asp dbSNP.
€.182A>G p.Tyr61Cys (S) Primo-Parmo y cols., 1996.
€.193C>T p.Pro65Ser Primo-Parmo y cols., 1996.
€.208G>C p.Asp70His Boeck y cols. 2002.
€.209A>G p.Asp70Gly (A) McGuire y cols., 1989.
€.223G>C p.Gly75Arg Souzay cols., 2005.
c.270A>C p.GIu90Asp Souzay cols., 2005.
C.286A>T p.Asn96Tyr Yen y cols., 2003.
McGuire y cols., 1989; Boeck y
CZSBRE p-ASp9BGly (A) cols., 2002; Shields y cols., 2011.
c.297T>G p.lle99Met Souzay cols., 2005.
Maekawa y cols., 1997; Takagi y
C.298C>T p-Prol00Ser cols., 1997; Lu y cols., 1997.
€.318insA p.Asn106fs Yeny cols., 2003.
€.344G>A p.Glyl115Asp Primo-Parmo y cols., 1997.
¢.351delTinsAG p.Glyl17fs (S) Nogueira y cols., 1990.
c.355C>T p.GIn119X Sudo y coals., 1996.
C.375A>T p.Leul25Phe Primo-Parmo y cols., 1996.
€.382C>T p.Pro128Ser Maekawa y cols., 1997.
€.383A>G p.Tyr128Cys Hidaka y cols., 1997a.
€.395insA p.Alal34fs On-Kei Chany cols., 2005.
C.424G>A p.Vall42Met (H) Jenseny cols., 1992.
C.461A>T p.Leul53Phe Primo-Parmo y cols., 1996.
c.486T>C p.Alal62Ala Souzay cols., 2005.
¢.510T>G p.Aspl70Glu Primo-Parmo y cols., 1996.
c.514C>T p.GIn172X Gatke y cols., 2001.
c.551C>T p.Alal84Val (SC) Greenberg y cols., 1995.
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¢.592A>G p.Serl98Gly Primo-Parmo y cols., 1996.
c.596C>T p.Alal99Vval Sakamoto y cols., 1998.
C.601G>A p.Ala201Thr Primo-Parmo y cols., 1996.
c.607T>C p.Ser203Pro Hidaka y cols., 2001.
C.635C>T p.Ala212Val (SC) Shields y cols., 2011.
C.728C>T p.Thr243Met (F-1) Nogueira y cols., 1992.
c.748A>C p.Thr250Pro Maekawa y cols., 1995.
€.765G>C p.Glu255Asp Primo-Parmo y cols., 1996.
€.800A>G p.Lys267Arg Maekawa y cols., 1997.
c.811G>T p.Glu271X Primo-Parmo y cols., 1996.
€.849G>C p.Glu283Asp Shields y cols., 2011.
€.880G>A p.Val294Met Mikami y cols., 2008.
€.884A>G p.Lys295Arg Maekawa y cols., 1997.
€.920T>C p.Leu307Pro Manoharan y cols., 2006.
C.934A>T p.Thr312Ser dbSNP.
€.943insA p.Thr315fs Hidaka y cols., 1992
C.943A>T p.Thr315Ser Liu y cols., 2002.
€.959C>T p.Pro320Leu dbSNP.
C.988T>A p.Leu330lle Sudo y coals., 1997.
c.997G>T p.Gly333Cys Mikami y cols., 2008.
€.1062_1076insALU p.Lys355insALU Muratani y cols., 1991.
c.1072T>A p.Leu358lle liday cols., 1995.
Haday cols., 1992;
c.1093G>C p.Gly365Arg Hidaka y cols.. 1992.
c.1156C>T p.Arg386Cys Yen y cols. 2003.
c.1169G>T p.Gly390Val (F-2) Nogueira y cols., 1992.
Haday cols., 1992;
€.1177G>C p.Gly393Arg Maekawa y cols., 1995.
c.1200C>A p.Cys400X Hidaki y cols., 1997b.
€.1240C>T p.Arg386Cys Yen y cols., 2003.
€.1253G>T p.Gly418Val (F-2) Nogueira y cols., 1992.
€.12537>C p.Phe418Ser Maekawa y cols., 1995.
€.1270C>T p.Arg424x Yen y cols. 2003.
c.12737>C p.Ser425Pro Gnatt y cols., 1990.
€.1294G>T p.Glu432X Levano y cols., 2005.
c.1303G>A p.Gly435Arg Dey y cols. 1997.
€.1336T>G p.Phe446Val Dey y cols., 1998.
c.1351G>T p.Glu451X Dey y cols., 1998.
c.1378G>A p.Glu460Lys Yen y cols. 2003.
C.1393A>T p.Arg465Xx Maekawa y cols., 1995.
€.1408C>T p.Arg470Trp Mikami y cols., 2008.
c.14117>C p.Trp471Arg Primo-Parmo y cols., 1996.
€.14207>C p.Phe474Leu On-Kei Chan y cols., 2005.
Intrén 2
IVS2-8T>G | | Primo-Parmo y cols., 1996.
Exoén 3
c.1490A>T | p.Glu497Val (J) | Bartels y cols., 1992a.
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€.1492C>T p.Arg498Trp dbSNP.
Bartels y cols., 1992b;
¢.1500T>A p-Tyr500X Primo-Parmo y cols., 1996.
€.1543C>T p.Arg515Cys Maekawa y cols., 1995.
C.1553A>T p.GIn518Leu Primo-Parmo y cols., 1996.
Intrén 3
IVS3-14T>C | Parmo-Folloni y cols.
Exoén 4
€.16137>C p.1le538Thr dbSNP.
C.1615G>A p.Ala539Thr (K) Bartels y cols., 1992h.
€.1655C>T p.Ser552Leu dbSNP.
€.16917>C p.lle564Thr dbSNP.
Maekawa y cols., 1995; Maekawa
SIS DB LS, y cols., 1997; Boeck y cals., 2002.
c.1719 1720delT p.Leu574fsX576 Parmo-Folloni y cols.

# Nombre comun entre paréntesis.
Fuentes: Primo-Parmo y cols., 1996; Souza y cols.; 2005; Shields y cols., 2011; dbSNP.

Algunas variantes de baja actividad enzimatica son las siguientes:

1.2.4.1 Variante D70G. Otros nombres: Atipica 1 (A), Dibucaina Resistente I,
variante asociada a apnea pos-anestésica, ASP70GLY, CHE*70G o BCHE*70G
[dbSNP: rs1799807]. Fue la primera variante genética identificada (Kalow y
Genest, 1957). Se detecto inicialmente en pacientes sometidos a dosis fisiologicas
de succinilcolina (relajante muscular pre-operatorio). Estos pacientes, debido a la
incapacidad de la enzima para hidrolizar la succinilcolina, presentan paralisis
muscular y apnea respiratoria prolongada. McGuire y cols. (1989) describieron una
mutacion puntual en el nucle6tido 209 (exon 2) que causaba la sustitucion de
acido aspartico por glicina en el codoén 70 (p.Asp70Gly), variante que corresponde
a la forma clasica descrita por Kalow en 1957. Homocigotos para esta mutacion
ademas de presentar apnea, manifiestan efectos colaterales significativos como
depresion, insomnio y pérdida de peso después de la ingesta de piridostigmina
(Darvesh, 2003). A nivel de la proteina se observa un cambio de un aminoacido
acido por uno neutro, que da cuenta de la afinidad reducida de una BChE atipica
para los ésteres de colina. En vista de esto, se presenta una reduccion del 30% de
su actividad cuando es comparada con la enzima usual. Existen estudios
poblacionales de la frecuencia de la variante atipica de BChE. McGuire y cols.
(1989) estimaron la frecuencia del alelo D70G en la poblacién de origen europeo
en cerca del 1.7% y en la poblacién caucasica en cerca del 2%, con una
frecuencia para el genotipo homocigoto de la variante de aproximadamente
3:10.000 en individuos de origen europeo y de 1:3.000 en norteamericanos
blancos (McGuire y cols., 1989; OMIM, 2010). Mikami y cols. (2005) estimaron una
frecuencia de 1.8% en donadores de sangre Euro-brasileros habitantes de la
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poblacion de Curitiba. En el sistema de nomenclatura de La Du y cols. (1991) ésta
variante alélica es referida como CHE*70G.

1.2.4.2 Variante Silente. Otros nombres: Silente 1 (S), BChE Ann Arbor,
CHE*FS117 o BChE*FS117. El fenotipo silente de BChE es caracterizado por
reduccion de mas del 90% de la actividad de la enzima en relacion con el fenotipo
usual, pudiendo llegar a la ausencia total de actividad. Lidell y cols. (1962) fueron
los primeros en describir un caso de deficiencia completa de actividad de la BChE.
Nogueira y cols. (1989, 1990) identificaron mediante la secuenciacion del gen
BChE varios alelos silenciosos como responsables de la respuesta exagerada a
succinilcolina. Fenotipicamente, las variantes silentes son heterogéneas. Algunos
individuos presentan enzimas con estructura inadecuada para hidrolizar las
uniones éster de la colina, mientras que otros, carecen completamente de una
enzima funcional. Esto se ha demostrado por el hecho de que el fenotipo silente
es producido por mas de un polimorfismo, que puede ir desde deleciones de una
sola base ocasionando codones de parada prematura y proteinas truncadas,
inserciones de una sola base con corrimiento del marco de lectura y cambio en la
secuencia de aminoacidos, hasta la combinacion de mutaciones puntuales con
inserciones, dando lugar al corrimiento del marco de lectura. La frecuencia en
estado homocigoto de la variante es de aproximadamente 1:100.000 individuos
(Whittaker, 1986), ocasionando la ausencia total de actividad de la colinesterasa
plasmatica.

1.2.4.3 Variante V142M. Otros nombres: Hammersmith (H) o VAL142MET.
Identificada por Whittaker y Britten (1987) en dos pacientes tratados en el Hospital
Hammersmith en Londres que presentaban una disminucién de la actividad
enzimatica del 90%, con una susceptibilidad inusual a la succinilcolina. Esta
variante tiene una actividad catalitica normal, pero muestra una concentracion
reducida de la enzima por cambios en la produccion, estabilidad y vida media. Es
causada por una mutacion puntual que ocasiona la sustitucion de valina por
metionina en el codén 142 (p.Vall42Met) (Jensen y cols., 1992).

1.2.4.4 Variante A184V. Otros nombres: Succinilcolina resistente (SC) o
Alal84Val. Se caracteriza por una mutacion puntual en el nucleétido 551 del exén
2, en la que se sustituye alanina por valina en el codon 184 (p.Alal84Val),
condicionando una enzima con capacidad disminuida para hidrolizar succinilcolina,
habilidad normal para hidrolizar otros sustratos y resistencia normal a inhibidores
convencionalmente utilizados. Fue descrita por Greenberg y cols. (1995) en una
paciente norteamericana con disminucién = significativa para hidrolizar
succinilcolina, habilidad normal para hidrolizar otros sustratos y resistencia normal
a los inhibidores dibucaina y fluoruro.
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1.2.4.5 Variante T243M. Otros nombres: Fluoruro Resistente 1 (F-1), CHE*243M,
BChE*243M o0 Thr243Met. [dbSNP: rs28933389]. Harris y Whittaker describieron
esta variante, la cual presenta una frecuencia homocigoética de 1:150.000 (Harris,
1961). Es causada por una mutacion puntual en la que se sustituye treonina por
metionina en el codén 243 (p.Thr243Met). Se caracteriza por la incapacidad de
hidrolizar succinilcolina en dosis farmacoldgicas debido a alteraciones en la
estructura de la enzima, siendo resistente a la inhibicion por fluoruro de sodio
0.050mM en los ensayos In vitro y mostrando menor inhibicion por dibucaina que
lo usual.

1.2.4.6 Variante E255D. [dbSNP: 16849700]. Caracterizada por una mutacion
puntual en el exon 2, nucleodtido 765 (Primo-Parmo y cols., 1996), en la que se
sustituye acido glutdmico por acido aspéartico. Mikami (2005) encontré individuos
con la mutacion clasificados en grupos de actividad alta, media y baja, sugiriendo
gue la mutacién no altera la actividad de la BChE. La frecuencia de la variante en
donadores de sangre de Curitiba es de 0.98% (Mikami, 2005).

1.2.4.7 Variante G390V. Otros nombres: Fluoruro Resistente 2 (F-2), CHE*390V,
BChE*390V o Gly390Val. [dbSNP: 28933390]. Es causada por una mutacion
puntual en la que se sustituye glicina por valina en el codon 390 (p.Gly390Val) y
presenta las mismas caracteristicas que la variante T243M.

1.2.4.8 Variante E497V. Otros nombres: James (J) o Glu497Val. [dbSNP:
121918556]. Descrita por Garry y cols. (1976). Se caracteriza por una reduccion
del 66% de la concentracion de enzima circulante en plasma y, en consecuencia,
una disminucién correspondiente en la actividad total de la enzima. Los individuos
con la variante J son susceptibles a la apnea prolongada después de la
administracion de succinilcolina. Bartels y cols. (1992a) encontraron el fenotipo J
asociado a dos mutaciones puntuales en la region codificante del gen BCHE:
p.Ala539Thr (sustitucién de alanina por treonina en el codén 539) y p.Glu497Val
(sustitucién de acido glutamico por valina en el codon 497). Como la variante
E497V fue encontrada en desequilibrio de ligamiento con la variante A539T, se
desconoce el efecto aislado de la variante E497V. La frecuencia homocigética de
la variante es de aproximadamente 1:150.000 (Garry y cols., 1976; Evans y
Wardell, 1984).

1.2.4.9 Variante A539T. Otros nombres: Kalow (K), CHE*539T, BChE*539T,
ALA539THR. [dbSNP: rs1803274]. Se caracteriza por la reduccion cercana al 33%
de la concentracion de enzima circulante en plasma, que puede ser debida a
disminucion en la sintesis o degradacion acelerada (Rubinstein y cols., 1978). Es
causada por una mutacién puntual en el exén 4 que ocasiona la sustitucién de
alanina por treonina en el codén 539 (p.Ala539Thr) (Bartels y cols., 1992b).
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Estudios poblacionales basados en el andlisis directo de ADN demostraron que el
alelo A539T es el més frecuente entre las variantes de BChE en los grupos étnicos
europeos: Escocia 19.6% (Gaffney y Campbell, 1994) y Dinamarca 18% (Jensen y
cols., 1996); asiaticos: Japon 17.5% (Shibuta y cols., 1994; Izumi y cols., 1994) y
caucasoides norteamericanos: 12.8% (Bartels y cols. 1992b). En la poblacién
euro-brasilera el alelo se encuentra en un 18.4% y en la poblacion afro-brasilera
en un 17.1% (Souza y cols., 1998). Rubinstein y cols. (1978) y Whittaker y Britten
(1988) estimaron la frecuencia de homocigotos en 1:1.000, mientras que Evans y
Wardell (1984) la estimaron en 1:76.

La inactividad del gen BCHE se conoce con el nombre de acolinesterasemia, y fue
descrita por Muratani (1991).

Las variantes de alta actividad son:

1.2.4.10 Variante Cs. Variante electroforética que contiene una banda de
movimiento lento adicional a las cuatro bandas vistas en sueros normales (Harris y
cols., 1962, 1963). Se creyo por algun tiempo que esta variante era codificada por
un segundo locus genético, pero Masson y cols. (1990) demostraron claramente
gue su produccién no es ocasionada por un segundo gen BCHE. Ahora parece
claro que Cs es formada por la union de la enzima BChE tetramérica con otra
proteina. Individuos con la variante Cs han presentado acortamiento del bloqueo
neuromuscular después de la administracion de suxametonio (Sugimori, 1986), lo
gue indica que se requieren dosis mas altas del medicamento para obtener el
efecto clinico deseado.

1.2.4.11 Butirilcolinesterasa Cynthiana.  Caracterizada por marcada resistencia
a la succinilcolina, con una actividad enzimatica tres veces superior a la usual
(Yoshida y Motulsky, 1969), explicada por un aumento en la concentracion
plasmaética, hecho del que se desconoce si se trata de duplicaciones del gen, tal y
como se ha observado en los genes de la familia Citocromo P450 (CYP).

1.2.4.12 Butirilcolinesterasa Johannesburgo. Reportada por Krause y cols.
(1988) en una familia sudafricana. Caracterizada por una actividad enziméatica dos
veces superior a la usual, la cual se asocia con un nimero normal de moléculas
de enzima. La BChE Johannesburgo presenta la misma movilidad electroforética
gue la enzima usual, pero tiene mayor estabilidad térmica.
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Ademéas de los polimorfismos genéticos que originan actividad variable de la
enzima, se han descrito otros factores que modifican los niveles de colinesterasa
plasmatica asi (Tabla 3):

 Género y Hormonas: Los valores promedio de colinesterasa plasmatica en
hombres son estadisticamente superiores a los encontrados en mujeres debido
a una aparente modulacion hormonal negativa desencadenada por los
estrogenos (EQM Researchinc, 1994; Carmona-Fonseca, 2000).

* Edad: Es confusa la relacién colinesterasa-edad (Henao, 1991). Los recién
nacidos tienen bajos niveles de actividad de BChE (aproximadamente un 50%
con respecto a los adultos), que se eleva gradualmente hasta lograr un pico
maximo aproximadamente a los 6 afilos de edad. Durante la pubertad los
niveles comienzan a descender hasta normalizarse en la edad adulta
(Hutchinson y Widdowson, 1952).

* Gestacion: Durante la gestacion hay una reduccion de la actividad
colinesterasica (Evans, 1980; De Peyster, 1990; Venkataram, 1990), aunque
algunas mujeres no presentan cambios (Evans, 1980). Fisiolégicamente la
colinesterasa plasmatica muestra una caida brusca en el primer trimestre del
orden del 20%, con recuperacion leve en el tercer trimestre y un nuevo
descenso del segundo al séptimo dia posparto. La recuperacién total (nivel de
no embarazada) ocurre de 3 a 6 semanas después del parto (Evans, 1980;
Robson, 1986; De Peyster, 1990). Se han identificado tres patrones de
comportamiento temporal de la enzima plasmatica asociados al embarazo, asi:
reduccidén pos-concepcion con no retorno a nivel pre-concepcion (disminucion
continua); reduccion pos-concepcion con retorno parcial o total a nivel pre-
concepcion (disminucion transitoria) y no reduccidon o aumento durante
gestacion (no cambio).

» Aborto: En aborto espontaneo ocurre una intensa reduccién de la actividad
enzimatica plasmética (Whittaker, 1988).

* Hemoglobina, hematocrito y edad de los eritrocitos: La BChE se disminuye en
las células eritrocitarias de mayor edad. En los nifios, la maxima actividad se
presenta en el periodo inicial de la vida eritrocitaria, la cual se reduce al 70% al
final del ciclo de vida. En los adultos, la mayor actividad ocurre en los primeros
30 dias de vida del eritrocito para luego decaer hasta menos del 50%
(Galbraith, 1981).
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Medicamentos: El uso de anovulatorios orales cuyo principio activo sea
estrogeno, provoca una reduccion del 20% de la actividad de la enzima,
probablemente por disminucion de la sintesis hepética de BChE inducida por
hormonas esteroideas (Whittaker, 1988).

Enfermedades y estados clinicos: Diversas enfermedades y condiciones
morbidas alteran los niveles de la actividad colinesterasica plasmatica, ya sea
disminuyéndolos (Hayes, 1982; Whittaker, 1988) o elevandolos (Kaloyanova,
1982; Reuter, 1987; Whittaker, 1988). Desnutricion (Umeki, 1993), anemia
cronica, falla renal (Phillips y Hunter, 1992), neoplasias (Kaniaris y cols., 1979),
hepatopatias (Schmidt y Schmidt, 1993), infecciones, uso de anovulatorios
orales (Robertson, 1967), estr6genos y corticoesteroides estan entre las
causas de reduccion de la enzima plasmatica, mientras que estados de
ansiedad, obesidad, alcoholismo e hipertension figuran entre las que ocasionan
incremento.

Factores fisicoquimicos: Ando y colaboradores describieron en 1984 una
relacién lineal entre la actividad de la colinesterasa plasmatica y varios factores
fisicoquimicos tales como los niveles de transaminasa glutdmico-pirtvica, de
hemoglobina y de colesterol total (Ando, 1984). Las estimaciones de la
actividad enzimética obtenidas con este modelo, concuerdan con la medida y
los cambios significativos de actividad que pueden ser atribuidos a efectos
toxicos de plaguicidas o a anormalidades de la funcién hepatica.

Condicion genética: Un 3% de los caucasicos y menos del 1% de los negros
presentan niveles bajos de actividad colinesterasica plasmatica (Garry, 1971;
Coye, 1986). Se ha informado de una posible relacion entre el factor Rh con la
colinesterasa plasmatica en mujeres gestantes, asociacion no encontrada en
las no gravidas ni en hombres (Evans, 1980). Otros autores no han hallado tal
asociacion (Primo-Parmo, 1982). EI analisis de wun polimorfismo de
supresion/insercion del gen BCHE ha mostrado afectar los niveles séricos de la
BChE, afeccidén que varia en poblaciones de diferente origen étnico (Ruprecht,
2001). Ademas de las variaciones normales de indole genética como las antes
referidas, los niveles de la enzima pueden verse afectados por variantes
genéticas disfuncionales (por ejemplo, BChE Newfoundland y BChE Fluoruro
Resistente tipo Japonés), por exposicion a inhibidores enziméticos, por
biosintesis reducida o por degradaciéon aumentada (Gerreiro, 1985; Morton,
1988; Rosalki, 1988).



Tabla 3. Factores que modifican los niveles de BChE

Factores

Género femenino

Periodo perinatal e infancia
Hormonas

Primer trimestre de gestacion
Desnutricién

Anovulatorios orales

Variantes del gen BCHE
Anemia cronica

Hepatopatias

Falla renal

Neoplasias

Infecciones agudas

Niveles bajos de transaminasas
Niveles altos de colesterol y triglicéridos

1.2.5 Papel fisiologico de la BChE

1.2.5.1 Metabolismo de lipidos, peso e indice de Ma sa Corporal (IMC). El
aumento en la actividad de la BChE esté asociada con el metabolismo anormal de
lipidos y dislipidemia, caracterizada por el aumento en la sintesis de triglicéridos
y/lo colesterol, exceso de acidos grasos derivados del metabolismo de
carbohidratos, obesidad y diabetes mellitus (Kutty, 1980). Crook y cols. (1994) y
Lejus y cols. (1998) concluyeron que existe una correlacion positiva entre la
actividad de la BChE y las concentraciones de triglicéridos y apolipoproteina B, la
cual estd presente en las particulas de Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) y
Lipoproteinas de Muy Baja Densidad (VLDL). Individuos con complejo Cs+ en
plasma presentan un IMC y un peso mas bajo al ser comparados con individuos
Cs-, sugiriendo que la presencia del complejo Cs+ eleva en cerca del 25% la
actividad de la BChE (Chautard-Freire-Maia y cols., 1991; Alcantara, 2000).

1.2.5.2 Ciclo celular y desarrollo embrionario. El papel de las colinesterasas en
la regulacion de los procesos de diferenciacion y proliferacion celular ha sido
demostrado por muchos autores. Tanto la AChE como la BChE se expresan
durante el desarrollo embrionario. Hay pruebas de que la BChE esta presente
transitoriamente en algunas células embrionarias, siendo posteriormente
sustituida, en algunos casos, por la AChE. Esto sugiere una funcion de
colinesterasa embrionaria para la BChE y una complementariedad en el papel de
las enzimas (Chatonnet y Lockridge, 1989). Esta expresion transitoria se produce
en una gran poblacion de neuronas y también en células no neuronales, y se ha
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interpretado como evidencia de la participacion de esta enzima en el desarrollo del
sistema nervioso, ya sea por su actividad enzimética o su capacidad para regular
otras proteinas (Darvesh y cols., 2003). La BChE se expresa desde el principio y
durante la mitosis, mientras que la AChE se expresa unas 11 horas después de la
division celular. Esto sugiere la participacion de la BChE en la regulacion de la
proliferacion celular y también en la expresion de la AChE, ademéas de la
participacion de esta ultima en el proceso de diferenciacidon celular (Layery cols.,
1992).

1.2.5.3 Tumorigénesis. Las evidencias indican que las colinesterasas pueden
tener cierta influencia en el proceso de la tumorigénesis. Esta demostrado que los
genes de las colinesterasas estan estructuralmente alterados o se expresan de
manera aberrante en una serie de tumores tales como gliomas (Vidal, 2005),
carcinomas primarios de ovario (Zakut y cols., 1990), leucemias (Lapidot y cols.,
1989), cancer de pulmén (Brass y cols., 1997), cancer de prostata (Jung y cols.,
2006), canceres de cabeza y cuello (Hibi y cols., 2000). EI gen BCHE es uno de
los pocos ejemplos de genes que se activan durante los procesos de
inmortalizacion celular.

1.2.5.4 Enfermedades neurodegenerativas. Varios autores han investigado el
papel de la variante K de la BChE en el progreso del deterioro cognitivo en la
enfermedad de Alzheimer y su relacion con el gen APOE. Déniz-Naranjo y cols.
(2007) concluyeron que la variante K se asocia con la forma tardia de la
enfermedad de Alzheimer.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante la secuenciacion del gen de la butirilcolinesterasa (BCHE),
algunos de los polimorfismos responsables de reacciones adversas en una
muestra de pacientes consumidores de “cocaina”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Relacionar los polimorfismos del gen BCHE con la aparicion de efectos
adversos en un grupo de pacientes consumidores de “cocaina”.

» Predecir In silico el impacto funcional y estructural de la proteina para cada uno
de los polimorfismos identificados.
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3. ASPECTOS METODOLOGICOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de corte transversal, descriptivo.

3.2 POBLACION

La poblacion de referencia del estudio estd conformada por 11 pacientes
colombianos, con residencia habitual en el Municipio de Neiva (Huila), con
antecedente confirmado de consumo de “cocaina”.

3.2.1 Criterios de inclusién

» Edad mayor de 18 afios.
» Antecedente confirmado de consumo actual o antiguo de “cocaina”.
» Deseo voluntario de participar en el estudio.

» Diligenciamiento completo y firmado del consentimiento informado.

3.2.2 Criterios de exclusion

» Edad menor a 18 afios.

» Deseo voluntario de ser retirado del estudio.

» Diligenciamiento incompleto y/o no firmado del consentimiento informado.

* Muestra de ADN insuficiente, degradado y/o contaminado.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTREO

El muestreo por conveniencia (Creswell, 2008) se llevo a cabo en el Municipio de
Neiva (Huila), Colombia. La poblacion de estudio fueron hombres y mujeres
mayores de 18 afios de edad, con antecedente de consumo de cocaina. En 11
personas (91% hombres y 9% mujeres) entre los 21 y los 40 afios de edad, con la
precedencia de la firma de un consentimiento informado, se aplicé el instrumento
validado de “evaluacion y medida de la adiccion a cocaina” (Lifetime Severity
Index for Cocaine Use Disorder (LSI-C), Hser y cols., 1999), junto con la toma de
muestras sanguineas a partir de puncion venosa, para realizar los estudios de
polimorfismos del gen BCHE.

4.2 API,_ICACIC')N DEL INSTRUMENTO DE EVALUACION Y MED IDA EN LA
ADICCION A COCAINA

El instrumento Lifetime Severity Index for Cocaine Use Disorder (LSI-C) (Hser y
cols., 1999) (Anexo 1) se aplicé a cada una de las personas participantes en el
estudio. El instrumento proporciona una evaluacion de la gravedad del consumo a
lo largo de la vida. Tiene 28 preguntas y ofrece resultados en cuatro dimensiones:
1. Consumo a lo largo de la vida: trata de obtener un promedio entre el nivel de
consumo mas intenso y el nivel de consumo durante el afio anterior a la
evaluacion; también recoge informacion sobre el nUmero de afilos con consumo
regular de cocaina, es decir, la frecuencia minima de consumo por semana. 2.
Consumo reciente: se refiere a la frecuencia de consumo de cocaina en el periodo
previo a la evaluacion; tal frecuencia se pondera en funcion de lo reciente del
ultimo consumo. 3. Dependencia psicoldgica: consiste en la suma de respuestas
positivas de cada uno de 9 criterios del Manual Diagnéstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM), que valoran el abuso y la dependencia a la cocaina
(version DSM-III-R) y 4. Intentos de abandono del consumo: recoge el nimero de
veces que el paciente ha conseguido estar abstinente de cocaina (al menos 30
dias), asi como la duracion mas larga de un periodo de abstinencia y la realizacion
0 no de algun tipo de tratamiento de deshabituacioén (Hser y cols., 1999).

4.3 EXTRACCION DE ADN

Las muestras se tomaron a partir de sangre venosa en tubos con el anticoagulante
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Una vez fueron tomadas las muestras, se
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identificaron de forma anonima y se transportaron adecuadamente al laboratorio
de la Unidad de Genética de la Universidad del Rosario.

Los leucocitos fueron separados del resto de los componentes celulares y se
extrajo el ADN de acuerdo con las instrucciones del estuche comercial PROBE®
(Holben, 1988), de la siguiente manera: 1. Lavado con 6 ml de solucion de lisis de
glébulos rojos (8,3 g de Cloruro de Amonio, 1 g de Bicarbonato de Potasio y 2 mL
de EDTA 0,5 M), seguido de mezcla por inversion; el tubo con la muestra de cada
persona se almacend durante 10 minutos en un congelador y luego se realizo
centrifugacion por otros 10 minutos a 4.500 rpm. 2. Se repitid el paso anterior y se
descarté el sobrenadante liquido para luego re-suspender el paquete celular de
células blancas. 3. Se adicion6 2,5 mL de solucion de lisis de globulos blancos (50
mL de EDTA 0,5M a pH 8,0, 200 MI de dodecilsulfato sodico (SDS) al 10% y 750
mL de H;0), se homogenizé la mezcla utilizando un agitador (Vortex-Mixer
16700). 4. Posteriormente, se realizd digestion proteica adicionando 10 pyL de
proteinasa K, mezcla que se incubo6 en un bafio huimedo (Memmert W350) a 55°C
durante cuatro horas. 5. Luego se afiadieron 800 pL de solucidn precipitante de
proteinas (385g de acetato de amonio y 615 mL de H,0), se mezcl6 por inversion
y se mantuvo durante 10 minutos en congelador para después centrifugar el tubo
durante 20 minutos a 4.500 rpm. 6. Se extrajo el sobrenadante en tubos Falcon
(20 mL), con 2,4 mL de isopropanol (Merck) previamente almacenado en frio. 7.
Se extrajo el ADN precipitado mediante una pipeta Pasteur. 8. Finalmente, se
almaceno el ADN extraido en tubos Eppendorf, mezclado con 400 pL de TE1X en
una nevera a 8°C.

4.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El ADN extraido fue enviado a Macrogen Corea para su amplificacion y
secuenciacion. Los cuatro exones del gen BCHE fueron amplificados utilizando los
iniciadores o primers listados en la tabla 4. La PCR se realizé con 20 ng de ADN
gendmico como plantilla, en una mezcla de 30 pl de reaccién, mediante el uso de
EF-Taq (Solgent, Corea) como sigue: activacion de la Taq polimerasa a 95°C
durante 2 minutos, 35 ciclos de 1 minuto, cada uno a 95°C, 56°C y 72°C,
finalizando con un ciclo de 10 minutos a 72°C. Los productos de amplificacion se
purificaron con una placa de filtro Multi Screen (Millipore Corp., Bedford, MA,
EE.UU.).
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4.5 SECUENCIACION

La secuenciacion de los productos de la PCR fue realizada mediante la utilizacion
del estuche comercial ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Las muestras de ADN que contienen los
productos de extension fueron re-suspendidas en Hi-Di™ Formamida (Applied
Biosystems, Foster City, CA). La mezcla se incub6o a 95°C durante 5 minutos,
seguida por 5 minutos en hielo y posteriormente se procedio a su analisis en un
equipo analizador de ADN ABI PRISM® 3730XL (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

Las secuencias fueron analizadas mediante el programa bio-informatico CLC Main
Workbench 7.0 (QIAGEN® Company, Denmark).

Tabla 4. Lista de Primers Utilizados en la PCR

Primer Secuencia (5°3))

Exén 1-F AGTTGCTGCTGCCAACTCTC

Exén 1-R TCATCCCACAGAATGAGCTTT
Exén 2.1-F GCTATATGCAGAAGGCTTATAAAACA
Exén 2.1-R TGAACAATGAATGGCTTCCA
Exén 2.2-F CTCCAGGGAACATGGGTTTA
Exén 2.2-R GGATCAAACCAAGCCAGAGA

Exén 3-F TCTTGTGAACAGTGTTAGAAAACAATA
Exén 3-R AAAAATAATGTGTTCATTAAACCAAG

Exoén 4-F TTCAGGCAAAGCGAGCTAAT
Exén 4-R TCATTTTAAGATTCTTTCTTGCCTTT

4.6 PREDICCION IN SILICO

Se utilizaron herramientas In silico para predecir el impacto funcional y estructural
de los polimorfismos hallados en las secuencias del gen BCHE de los
participantes en el estudio. Las herramientas utilizadas para predecir el impacto
funcional fueron Align-GVGD, PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2),
PANTHER 9.0, SNPs&GO, SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant),
nsSNPAnalyzer, SNPdryad, MutPred, PMut y PhD-SNP (Predictor of human
Deleterious SNPs). Las herramientas utilizadas para predecir el impacto en la
estructura secundaria de la proteina fueron Predict Protein y PSIPRED v3.3.
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Align-GVGD (http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php). Este programa atendiendo a
las caracteristicas biofisicas de los aminoacidos y a la realizacion de
alineamientos multiples entre especies, establece un score que predice el impacto
del cambio aminoacidico en la proteina, y por tanto el grado de patogenicidad
(deletérea o neutra) de las sustituciones missense. Ademas, permite valorar el
grado de conservacion aminoacidico del cambio analizado, ya que las regiones
con importancia funcional se conservan evolutivamente. Asi, segun el score se
establecen rangos que estiman la patogenicidad de la variante, siendo el Co la de
menos probabilidad de patogenicidad y el Ces la de mayor probabilidad de
patogenicidad.

PolyPhen-2  (prediction of functional effects of human nsSSNPs,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). La prediccion del grado de patogenicidad
se basa en la realizacion de tres tipos de aproximaciones: caracterizacion de la
secuencia donde se produce la sustitucion, grado de conservacion de la
sustitucion proteica y posible alteracion de la estructura 3D de la proteina.
Atendiendo a estas predicciones, PolyPhen establece las siguientes
clasificaciones: probablemente deletérea: alta probabilidad de patogenicidad por
afectar a la estructura o funcion proteica; posiblemente deletérea: se supone que
la sustitucion aminoacidica puede afectar a la funcién o estructura proteica;
benigna: alta probabilidad de que no tenga ningun efecto deletéreo e incierto:
cuando no existen datos suficientes para que el programa realice una prediccion.

PANTHER 9.0 (http://www.pantherdb.org/). Estima la verisimilitud de un cambio de
aminoacido que causa un impacto funcional sobre la proteina, prediciendo efectos
deletéreos. Este calcula el puntaje subPSEC (substitution position-specific
evolutionary conservation) basado en el alineamiento de proteinas relacionadas
evolutivamente. Los puntajes subPSEC son valores continuos que van desde 0
(neutro) hasta aproximadamente -10 (mayor probabilidad de ser deletéreo).
Puntajes iguales o mayores a -3 son el punto de corte para que la mutacion sea
descrita como neutra, mientras que mutaciones con puntajes por debajo de -3 son
descritas como deletéreas.

SNP&GO  (http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/). Predice las
mutaciones a partir de la secuencia de la proteina, colectando un Unico marco de
informacion derivado de la secuencia proteica, del perfil de la secuencia proteica y
de su funcidn. Los resultados muestran un efecto neutro o patégeno, con un indice
de confiabilidad (RI) con valores entre 0 y 10, donde puntajes cercanos al 10
indican que la mutacién esta relacionada con patogenicidad.
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SIFT (Sorting Intolerant FromTolerant, http:/sift.jcvi.org/). Permite conocer los
posibles efectos de una sustitucion aminoacidica sobre la funcion proteica con
base a homologia entre secuencias y propiedades fisicas de los aminoacidos. El
programa busca secuencias similares, las alinea y posteriormente calcula los
score con base a los diferentes aminoacidos que aparecen en cada posicion del
alineamiento, proporcionando el resultado de si afecta o no la funcién de la
proteina.

nsSNPAnalyzer (http://snpanalyzer.uthsc.edu/). Herramienta desarrollada para
predecir si un nsSSNPs es capaz de generar un efecto fenotipico en el individuo.
Utiliza la informacion contenida en la alineacion de secuencias multiples y en la
estructura 3D de la proteina para realizar predicciones, mejorando la precision de
la informacion. Los resultados de la prediccidon permiten determinar el efecto
neutro o patogénico del nsSSNPs.

SNPdryad (http://snps.ccbr.utoronto.ca:8080/SNPdryad/). Nuevo algoritmo de
prediccion que solamente incluye secuencias de proteinas ortélogas para la
realizacibn de alineamiento de secuencias multiples. Los resultados del
alineamiento permiten determinar el efecto neutro o patogénico del cambio
aminoacidico.

MutPred (http://mutpred.mutdb.org/). Herramienta desarrollada para clasificar la
sustitucién de un aminoacido como asociado a enfermedad o neutral en humanos
y adicionalmente predice la base molecular de la enfermedad. Fue creado
utilizando las mutaciones deletéreas de la base de datos de mutaciones del
genoma humano y los polimorfismos neutrales de Swiss-pro. La salida de MutPred
contiene una puntuacion general (g) relacionada con la probabilidad de
patogenicidad o no del cambio aminoacidico y cinco puntajes de propiedades (p)
relacionados con la posible afectacion funcional y estructural de la proteina.

PMut (http://mmb.irbbarcelona.org/PMut/). La prediccibon del grado de
patogenicidad se basa en la determinacion del grado de conservacion de la
sustitucion proteica y la posible alteracion de la estructura 3D de la proteina. Este
algoritmo genera un score que es designado como patdgeno para valores >0,5 y
neutro para valores inferiores.

PhD-SNP (Predictor of human Deleterious SNPs, http://snps.biofold.org/phd-
snp/phd-snp.html). Basa sus andlisis en maquinas de soporte vectorial (SVM).
Clasifica el cambio aminoacidico en patogénico o neutral.
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PredictProtein (https://www.predictprotein.org/). Es un servidor automético que
busca en bases de datos publicas secuencias actualizadas de proteinas para
crear alineamientos y predecir aspectos relacionados con la estructura secundaria
y funcion de la proteina. El usuario envia una secuencia proteica y recibe un dnico
archivo con los resultados de las comparaciones con las bases de datos y los
meétodos de prediccion.

PSIPRED v3.3 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Herramienta que utiliza la
informacion de las proteinas relacionadas evolutivamente para predecir la
estructura secundaria de una nueva secuencia de aminoacidos. Emplea redes
neuronales u otros algoritmos con capacidad de aprendizaje para captar la
relacion entre secuencia y estructura, para después aplicarla como método de
prediccion. No utiliza un conjunto de secuencias para deducir reglas o parametros,
sino que durante el periodo de aprendizaje ajusta las conexiones (los parametros)
entre el input (la secuencia problema) y el output, hasta que el output (la
estructura) sea lo mas certero posible. Una vez entrenado, el método esta listo
para hacer predicciones. A pesar de que este método no se ajusta a ningun
modelo fisico que relacione la estructura y la funcion, es el que hoy en dia ofrece
mejores predicciones.



5. RESULTADOS

5.1 APLICACION DEL INSTRUMENTO DE EVALUACION Y MED IDA EN LA
ADICCION A COCAINA

La tabulacion de la informacion obtenida luego de la aplicacion del instrumento
Lifetime Severity Index for Cocaine Use Disorder (LSI-C) (Hser y cols., 1999) a los
11 participantes del estudio, permitié obtener los siguientes resultados en cada
una de las cuatro dimensiones:

5.1.1 Consumo a lo largo de la vida

La edad de inicio de consumo regular de cocaina fluctué entre los 15 y 20 afios
(Tabla 5), con un promedio de 17.5 afos. El 91% de los pacientes ha consumido
cocaina en cualquiera de sus preparaciones 200 veces 0 mas a lo largo de su
vida, mientras que el 9% restante lo ha hecho entre 100 a 199 veces (Tabla 6).

Tabla 5. Distribuci 6n de la muestra segun edad de inici o de consumo de cocaina

(afios)

Edad n %
15 2 18
16 1 9
17 3 27
18 1 9
19 1 9
20 3 27

Total 11 100

Tabla 6. Distribucion de la muestra segin consumod e cocaina a lo largo de la vida

Frecuencia n %
100 — 199 veces 1 9
200 veces 0 mas 10 91

Total 11 100

Durante los momentos de mayor consumo por parte de los pacientes, la
frecuencia de uso de la sustancia vario entre el habito diario o casi diario en el 9%
de los casos y de 2 a 3 veces por dia en el 46% (Tabla 7).
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Tabla 7. Distribucién de la muestra segiin ~ frecuencia de mayor consumo de

cocaina

Frecuencia n %

3-4 veces por semana 2 18
5-6 veces por semana 2 18

Diario o casi diario 1 9
2-3 veces por dia 5 46

4 veces 0 mas por dia 1 9
Total 11 100

La frecuencia de consumo durante los 12 meses anteriores al ingreso a programas
de desintoxicacion y rehabilitacion oscilé entre 4 0 méas veces al dia en el 9% de
los casos y diario en el 37% (Tabla 8).

Tabla 8. Distribucién de la muestra segun frecuencia de cons umo de cocaina
previo al ingreso a programas de desintoxicacion (1 2 meses)

Frecuencia n %

3-4 veces por semana 2 18
5-6 veces por semana 2 18
Diario o casi diario 4 37
2-3 veces por dia 2 18

4 veces 0 mas por dia 1 9
Total 11 100

5.1.2 Consumo reciente

El dltimo consumo regular de cocaina, en cualquiera de sus presentaciones,
ocurrio durante el mes anterior al ingreso a programas de desintoxicacion y
rehabilitacion en el 100% de los casos. La edad promedio al momento del dltimo
consumo fue de 26 afios.

La frecuencia de consumo durante el mes anterior al ingreso a programas de
desintoxicacion y rehabilitacion oscilé entre 4 o mas veces al dia en el 9% de los
casos Yy 2-3 veces por dia en el 37% (Tabla 9).
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5.1.3 Dependencia psicologica

En la totalidad de los encuestados se cumplio con los criterios del DSM-III-R para
el diagnostico de dependencia y abuso de sustancias psicoactivas.

El 100% de los pacientes refirié haber consumido cocaina en cantidades mayores
y durante periodos mas prolongados de los que inicialmente pretendia, siendo
dificil suspender el consumo una vez iniciado.

El deseo incontrolable de consumo asociado al desarrollo de actividades que
implican riesgo fisico bajo el efecto del estimulante (conducir, cruzar calles,
escalar, nadar, utilizacion de maquinas y herramientas, etc.), se evidencio en la
totalidad de la muestra.

Tabla 9. Distribucién de la muestra segun fr  ecuencia de consumo de cocaina
previo al ingreso a programas de desintoxicacion (1 mes)

Frecuencia n %

3-4 veces por semana 2 18
5-6 veces por semana 2 18
Diario o casi diario 2 18
2-3 veces por dia 4 37

4 veces 0 mas por dia 1 9
Total 11 100

La tolerancia farmacoldgica, con disminucion de los efectos que provoca la
sustancia tras el uso continuado de una misma cantidad de droga, asociado a un
aumento progresivo de las dosis consumidas con el fin de conseguir los efectos
deseados, se encontré en todos los casos.

Los problemas fisicos relacionados con el consumo de cocaina se presentaron en
el 55% de los encuestados. Dentro de los sintomas comunes se encuentra
epistaxis, cefalea, infecciones recurrentes, tos persistente, heridas, esguinces,
abscesos cutaneos y palpitaciones. Un solo paciente (BCHE-5) refiri6 al momento
de realizacion de la encuesta padecer VIH y hepatitis B secundario al consumo de
cocaina por via endovenosa. Dos pacientes (BCHE-4 y BCHE-9) refirieron haber
presentado episodios convulsivos secundarios a sobredosis accidental.
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En las once personas se observd persistencia del consumo de la sustancia a
pesar de reconocer los problemas fisicos, psicoldgicos, laborales y/o sociales que
conlleva su uso. Asi mismo, se determin6 una reduccién considerable o el
abandono de las actividades sociales, laborales y/o recreativas como
consecuencia del consumo de cocaina y el uso de gran parte del tiempo para
conseguir, consumir y recuperarse de los efectosde la droga en el mismo nimero
de sujetos.

Los sintomas caracteristicos de abstinencia (insomnio, ansiedad, depresion,
diaforesis, taquicardia, etc.), al intentar reducir o suprimir el consumo de cocaina,
fueron referidos por el 82% de los pacientes.

5.1.4 Intentos de abandono del consumo

El nimero de veces de suspension del consumo en periodos de 30 dias o mas fue
de cero en el 73% de los casos. EI mayor tiempo de permanencia libre de
consumo después del uso regular fue de cero semanas en el 73% de los casos; el
restante 27% suspendié el consumo entre 6 semanas y 3 meses de manera
voluntaria.

En el 91% de los casos, se reconocio el uso excesivo de la sustancia, con intentos
indtiles de reducirlo o controlarlo.

5.2 ANALISIS MOLECULAR DEL GEN BCHE

En el presente estudio se identificaron SNPs documentados previamente para el
gen BCHE en 11 individuos consumidores de cocaina. En la muestra se
observaron 2 SNPs codificantes (cSNPs) no sindnimos asociados con fenotipos
heterogéneos en 3 pacientes (3/11), esto es, en el 27.3% de la muestra. Los
genotipos y fenotipos resultantes se observan en la Tabla 10.

Los casos BCHE-1, BCHE-4 y BCHE-9 presentaron los cSNPs c.293A>G
(p-Asp98Gly) y €.1699G>A (p.Ala567Thr) (Tabla 10). Estos cSNPs se localizan en
los exones 2 y 4 y corresponden, desde el punto de vista funcional, a la variante
Atipica (A) [dbSNP: rs1799807] y a la variante Kalow (K) [dbSNP: rs1803274] de la
enzima BChE, respectivamente. La muestra BCHE-4 fue heterocigota compuesta.
Para la variante K, la muestra BCHE-1 fue homocigota para el alelo mutante y
BCHE-9 fue heterocigota (figuras 5, 6 y 7).
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Tabla 10. SNPs identificados en el gen

BCHE en pacientes consumidores de

cocaina
ID SNPs Variante Genotipo * Fenotipo * dbSNP
BCHE-0 Usual (U) BCHE?SCHE uu
BCHE-L ;&g%%(;;ﬁr SR | et KK 1803274
BCHE-2 Usual (U) BCHEIBCHE uu
BCHE-3 Usual (U) BCHE;SCHE uu
C.293A>G Atipica (A) rs1799807
BCHE-4 Efessgggig BCHE*98('3A//I§CHE*567T AU
p.AIa567Thr Kalow (K) rs1803274
BCHE-5 Usual (V) BCHE;ECHE uu
BCHE-6 Usual (U) BCHEIBCHE uu
BCHE-7 Usual (V) BCHE;EJCHE uu
BCHE-8 Usual (U) BCHEIBCHE uu
BCHE-9 ;ﬁg%%?;ﬁr Kalow (K) | gope /BU(élle*567T UK (s1803274
BCHE-10 Usual (U) BCHE?ECHE uu

Los nombres oficiales de los genotipos y los fenotipos fueron designados de acuerdo a la
nomenclatura estandarizada por La Du y cols. (1991).
ID: Identificacién del paciente. SNPs: Polimorfismos de Nucleétido Simple. dbSNP: Base de Datos
de Polimorfismo de Nucleétido Simple.
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Figura 5. Electroferograma de productos de secuenciacion del gen BCHE. A. Paciente BCHE-1,
homocigoto para la sustitucion ¢.1699G>A (p.Ala567Thr) responsable de la variante Kalow (K).
Corresponde al genotipo BCHE*567T/BCHE*567T de acuerdo a la nomenclatura estandarizada
por La Du y cols. (1991). B. Secuencia normal o Wild-Type (WT).

Figura 6. Electroferograma de productos de secuenciacion del gen BCHE. A. Paciente BCHE-9,
heterocigoto para la sustitucién ¢.1699G>A (p.Ala567Thr) responsable de la variante Kalow (K).
Corresponde al genotipo BCHE/BCHE*567T de acuerdo a la nomenclatura estandarizada por La
Du y cols. (1991). B. Secuencia normal o Wild-Type (WT).
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ZQID 3EIIU

Figura 7. Electroferograma de productos de secuenciacion del gen BCHE en el paciente BCHE-4,
heterocigoto compuesto. A. Secuencia normal o Wild-Type (WT). B. Sustitucién c.293A>G
(p.Asp98Gly) responsable de la variante Atipica (A). C. Sustitucién ¢.1699G>A (p.Ala567Thr)
responsable de la variante Kalow (K). D. Secuencia normal o Wild-Type (WT). Corresponde al
genotipo BCHE*98G/BCHE*567T de acuerdo a la nomenclatura estandarizada por La Du y cols.
(1991).
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Las frecuencias genotipicas y las frecuencias alélicas para cada cSNP se
muestran en las tablas 11 y 12. El equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) se evalu6
mediante la prueba de probabilidad exacta de Fisher, teniendo en cuenta el
tamafno pequefio de la muestra y las frecuencias genotipicas esperadas inferiores
a 5 en mas del 20% de los resultados, por lo que no se cumplen las condiciones
necesarias para la aplicacion de la prueba de chi cuadrado (X?).

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y a Iélicas referentes al SNP  rs1799807 del gen

BCHE
Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
A/A AIG G/G G/X* A G X
0,89 0 0 0,11 0,89 0,055 0,055

Prueba de probabilidad exacta de Fisher p = 0,111

*Heterocigoto compuesto, donde X representa un alelo no A.

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas refere  ntes al SNP rs1803274 del gen

BCHE
Frecuencias genotipica s Frecuencias alélicas
G/G G/A AJA AIX* A G X
0,73 0,09 0,09 0,09 0,18 0,77 0,05

Prueba de probabilidad exacta de Fisher p = 0,0545

*Heterocigoto compuesto, donde X representa un alelo no G.

5.3 PREDICCION IN SILICO PARA SNPs DEL GEN BCHE

El andlisis de polimorfismos realizado a través de la secuenciacion completa de
los cuatro exones del gen BCHE, resulto en la identificacion de dos cSNPs con un
posible efecto patogénico, p.D98G y p.A567T, debido a la presencia de un cambio
de aminoé&cidos no sinénimos en la cadena proteica.

Los estudios de prediccion de la alteracion de la funcién y de la estructura
proteica, basados en criterios de seleccion de mutaciones con impacto en la
estructura y funcion de la proteina (Martin y cols., 2002) y en estudios In vitro de la
actividad de la BChE (Valentino y cols., 1981; Bartels y cols., 1992, McGuire y
cols., 1989), establecieron para el primero, el SNPs p.D98G, un caracter
patogénico, mientras que para el segundo, el SNPs p.A567T, mostraron un
comportamiento neutro (Tablas 13y 14).
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Los criterios para esta clasificacion partieron del analisis de las caracteristicas
bioguimicas de los aminoacidos que pudieran tener un impacto sobre la estructura
proteica y, en consecuencia, pudieran afectar las propiedades bioldgicas; estos
fueron (Martin y cols., 2002):

» Cambios de aminoacidos de acuerdo

* ala hidrofobicidad.

» Capacidad para donar o aceptar puentes de hidrogeno.

e Cambios de cualquier aminoacido por prolina o viceversa.
« Cambios de cualquier aminoacido por glicina o viceversa.

* Cambio de un aminoacido aromatico por uno que no lo es.

Tabla 13. Prediccién In silico para SNPs del gen BCHE (I)

Predicciones In silico In
Ex6 )
SNPs x6n FrGe FrAl GVGD? SIET® PMUT® pi%lzd T
€.293A>G
(pAsposGly) | 2 | un=073 3 2 2 2 2 2
_ U=0,78
K/K= 0,09 _
UK=009 | K=018
.1699G>A ' =
(:.AIaSG?;hr) 4 A/K= 0,09 A=004 2 1 2 1 1 1

FrGe: Frecuencias Genotipicas calculas por el programa Population Genetic Analysis (PopGen).

FrAl: Frecuencias Alélicas calculas por el programa Population Genetic Analysis (PopGen) (Anexo 2).

Prediccion GVGD: (1) Clase C, 0 bajo riesgo; (2) Clase > C, - Clase < Cgs 0 riesgo moderado; (3) Clase Cgs 0 riesgo alto.

® Prediccion SIFT: (1) No afecta la proteina; (2) Afecta la proteina.

¢ Prediccién pMUT: (1) Score < 0.5, Neutra; (2) Score > 0.5 Patdgena.

¢ Prediccion con Polyphen: (1) Benigna; (2) Posiblemente deletérea; (3) Probablemente deletérea.

¢ Prediccién con PANTHER: (1) sub-PSEC Score </- -3, Neutra (Pdeleterius</- 0.5); (2) sub-PSEC Score > -3, Deletérea
(Pdeleterius> 0.5).

" Estudios In vitro: (1) Neutra; (2) Patégena. Referencias: Valentino y cols., 1981; Bartels y cols., 1992, McGuire y cols.,
1989, Podoly y cols., 2010.

En el SNP p.Asp98Gly se evidencio el cambio de acido aspartico (acido y aceptor
de puentes de hidrogeno) por glicina (polar y sin carga). Debido a que la glicina es
el aminoacido mas pequefio de todos y no cuenta con cadena lateral, es capaz de
encajar en regiones de la estructura tridimensional de las proteinas inaccesibles
para otros aminoacidos, adoptando multiples conformaciones estéricas. Por lo
tanto, la sustitucion de un residuo de glicina capaz de adoptar cualquiera de esas
conformaciones, dard lugar a una proteina incorrectamente plegada (Martin y
cols., 2002), con su consecuente patogenicidad.

En el SNP p.Ala567Thr se evidenci6 el cambio de alanina (apolar) por treonina
(polar, sin carga, donador y aceptor de puentes de hidrogeno). Esta sustitucion
ocasiona la formacion de una proteina funcional pero ligeramente inestable (Martin
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y cols., 2002). De acuerdo a los pardmetros publicados (Chou y Fasman, 1974), la
alanina es uno de los mas fuertes formadores de a-hélices, mientras que la
treonina se ocupa de plegamientos formadores de [B-laminas que afectan la
estabilidad de la proteina méas que la funcionalidad (Chasman y cols., 2001). La
localizacion de la sustitucion A567T en el extremo C—terminal de la proteina,
distante del sitio hidrolitico de la enzima, indica que la alteracion en la estabilidad
de la variante BChE Kalow es ocasionada por una capacidad disminuida para su
tetramerizacion, responsable de una menor actividad (Podoly y cols., 2010).

Tabla 14 Prediccion In silico para SNPs del gen BCHE (ll)

Predicciones In silico n
SNPs Exén FrGe FrAl SNP& nsSNP SNP PhD- Mut |
GO? Analyzer " dryad ° SNP¢ Pred®
€.293A>G

(p-Asp9sGl) | 2 uu=073 | . _ 1 1 2 2 2 2

_ uU=0,78

KIK=0,09 | © -

¢.1699G>A U/K=0,09 i - 833

(p.Ala567Thr) 4 A/K= 0,09 = 1 1 1 1 2 1

FrGe: Frecuencias Genotipicas calculas por el programa Population Genetic Analysis (PopGen).

FrAl: Frecuencias Alélicas calculas por el programa Population Genetic Analysis (PopGen) (Anexo 2).

2 Prediccion SNP&GO: (1) Neutra; (2) Patégena.
® Prediccion nsSNPAnalyzer: (1) Neutra; (2) Patégena.
¢ Prediccién SNPdryad: (1) Neutra; (2) Patoégena.
“ Prediccion PhD-SNP: (1) Neutra; (2) Patogena.
¢ Prediccion MutPred: (1) Neutra; (2) Patégena.

" Estudios In vitro: (1) Neutra; (2) Patégena. Referencias: Valentino y cols., 1981; Bartels y cols., 1992, McGuire y cols.,
1989, Podoly y cols., 2010.

En la Tabla 15 se resumen algunas de las caracteristicas mas importantes de las
variantes genéticas en estudio (Atipica y Kalow).

Tabla 15. Caracteristicas de las variantes genéticas en estud o
Cambio de - .
L nucledtido SID EE L [ATeifElirey Cambio y Naturaleza del
: Posicion p en el que se Iy )
Variante e en el codon posicion de cambio del
(nucledtido) . encuentra la ] NP
y tipo de i aminoacido aminoacido
e mutacion
mutacion
Atipica 293 GAU/GQU Cerca Qel sitio Asp98Gly Acido/Polar sin
Transicion activo. carga
Kalow 1699 GCA/AQA Cerca de la region Ala567Thr Apolar/Polar sin
Transicién reguladora. carga

La prediccion in silico mediante la herramienta PredictProtein, permitio determinar,
a partir de la informacion contenida en las secuencias de aminoacidos, la ausencia
de cambios en la proporcion de los elementos conformacionales de la estructura
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secundaria (a-hélices, B-laminas y bucles) de la BChE en comparacién con las
variantes atipica (A) y Kalow (K) (Tabla 16).

Tabla 16. Cambios en la proporcién de los elementos conformacionales de la
estructura secundaria de la BChE y sus variantes at  ipica (A) y Kalow (K)

a-hélices (%) B-laminas (%) Bucles (%)
BChE 30 11 59
Variante A 30 11 59
Variante K 30 11 59

La prediccion in silico mediante el servidor PSIPRED v3.3, que toma en cuenta el
grado de conservacion de proteinas homologas encontradas por el programa PSI-
BLAST en una base de datos no redundante (Bryson y cols., 2005), mostrd tanto
para la proteina silvestre como para las variantes A y K, una estructura rica en
bucles y en menor proporcion B-laminas plegadas (Figura 8, 9 y 10).
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Figura 8. Estructura secundaria de la BChE obtenida con PSIPRED v3.3. Se muestra una mayor
cantidad de bucles y una menor cantidad de B-laminas plegadas.
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Figura 9. Estructura secundaria de la variante A (p.Asp98Gly) obtenida con PSIPRED v3.3. Se muestra
una mayor cantidad de bucles y una menor cantidad de B-laminas plegadas.
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Figura 10. Estructura secundaria de la variante K (p.Ala567Thr) obtenida con PSIPRED v3.3. Se
muestra una mavor cantidad de bucles v una menor cantidad de B-laminas pleaadas.
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6. DISCUSION

La adiccion a las drogas es una enfermedad compleja, crénica y recidivante,
caracterizada por la busqueda y el consumo compulsivo de sustancias, con
persistencia del comportamiento a pesar de las graves consecuencias que
conlleva (Cami y cols., 2003; Deroche-Gamonet y cols., 2004). En las etapas
iniciales, las sustancias adictivas inducen estados placenteros (euforia), pero su
uso continuado produce cambios adaptativos en el SNC que llevan a la tolerancia,
a la dependencia fisica, a la sensibilizacion, al deseo incontrolable de busqueda y,
en algunos individuos con antecedentes de suspension de consumo, a la recaida
(Cami y cols., 2003).

Multiples teorias se han desarrollado en torno a la adiccion a las drogas,
principalmente a partir de la evidencia neurobioldgica y de datos obtenidos de
estudios basados en el comportamiento del aprendizaje y mecanismos de la
memoria, pero ninguna de ellas ha podido explicar por si sola todos los aspectos
relacionados con la adiccion. En general, las drogas adictivas pueden actuar como
reforzador positivo produciendo euforia o como reforzador negativo aliviando los
sintomas de la abstinencia o disforia (Maldonado y cols., 2006); ademas, los
estimulos ambientales pueden inducir respuestas condicionadas de uso, deseo y
recaida, en presencia o ausencia de la sustancia (Stolerman y cols., 1992;
Spanagel y cols., 1999).

Otros factores que influyen en el consumo de drogas y su dependencia son las
propiedades farmacologicas y fisico-quimicas de la sustancia (solubilidad,
volatilidad y resistencia al calor) (Farre y cols., 1991); los rasgos de personalidad y
las enfermedades psiquiatricas (esquizofrenia, trastorno afectivo bipolar, depresion
y trastorno por déficit de atencidbn e hiperactividad), considerados como
condicionantes principales de la drogadiccion (Helmus y cols., 2001; Leri y cols.,
2003; Kavanagh y cols.; 2002); los factores ambientales que llevan al individuo a
experimentar con la droga y los factores genéticos que influyen en el metabolismo
y que, en conjunto con el efecto de la droga, contribuyen al riesgo de adiccion
(Crabbe y cols.; 2002).

Por tanto, la adiccion a la cocaina es una enfermedad compleja, donde interactian
factores genéticos y ambientales que contribuyen a las diferencias individuales de
vulnerabilidad a la droga (Ibafiez, 2008). Cada vez son mas las investigaciones
que sugieren que los factores genéticos controlan en gran medida la influencia que
los factores psicosociales tienen en cada individuo (Kendler y cols., 1986 y 1997,
Bergeman y cols., 1990; Kessler y cols., 1992). Se ha estimado que los factores
genéticos contribuyen al 40-60% de la vulnerabilidad para el desarrollo de
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adicciones, mientras que los factores ambientales explicarian el resto (Nestler,
2000). Estudios en gemelos idénticos han demostrado que la heredabilidad de la
adiccion a la cocaina es del 72%, ajustdndose a un modelo de herencia complejo
(Goldman y cols., 2006).

La busqueda de factores genéticos relacionados con la adiccion a la cocaina se ha
encaminado a determinar la relacion existente entre la sustancia y la expresion
génica neuronal (Nestler y cols., 2004). Especificamente, se ha demostrado que la
administracion de cocaina afecta la expresion de un amplio nimero de genes en
diferentes regiones cerebrales. Estos genes controlan diversas vias moleculares,
desde factores de transcripcion, receptores de neurotransmisores Yy
transportadores, hasta mecanismos de traduccidon de sefiales (Palomino, 2008).
Kelz y cols. (1999) demostraron que algunos de estos cambios en la expresion
génica son la base de los efectos comportamentales frente a la cocaina,
ocasionado dos tipos de respuestas cerebrales diferentes: adaptaciones
neuronales, las cuales son principalmente respuestas homeostaticas a una
estimulacion excesiva, y la plasticidad sinaptica, la cual conduce a la asociacion
de estimulos relacionados con la droga y comportamientos de aprendizaje
especificos (Berke y cols., 2000).

Sin restarle importancia al papel que juega la neuroplasticidad en la adiccion, la
capacidad de un individuo para metabolizar la cocaina por alteraciones en la
actividad catalitica de la enzima Butirilcolinesterasa (BChE) o por la presencia de
variantes genéticas de baja actividad enzimatica puede también contribuir e influir
en la susceptibilidad a la dependencia (Negrao y cols., 2013).

La BChE es la enzima metabolizadora de cocaina mas importante en primates,
incluyendo humanos (Inaba, 1989; Carmona y cols., 1996; Carmonay cols., 2005),
gue cataliza la hidrolisis de cocaina a metilester ecgonina (Matsubara y cols.,
1984). Diversos estudios en roedores han demostrado la disminucion de los
efectos conductuales agudos de la cocaina tras la administracion endovenosa de
la forma usual de la BChE y de variantes mejoradas con mayor actividad
(Carmona y cols., 1998; Koetzner and Woods, 2002; Lynch y cols., 1997; Mattes y
cols., 1997; Sun y cols., 2002). Por el contrario, la inhibicion de la actividad
enzimatica, reduce el metabolismo de la cocaina y disminuye las concentraciones
de Benzoil Ecgonina (BEG) y la Ecgonina Metil Ester (EME) en plasma (Carmona
et al., 2000; Hoffman et al., 1992; Kambam et al., 1992, 1993), incrementando el
riesgo de toxicidad.

En el presente estudio se realizo el analisis de los 4 exones del gen BCHE
mediante la secuenciacion de 11 muestras de ADN de pacientes consumidores
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regulares y dependientes de cocaina en cualquiera de sus presentaciones como lo
demostro la aplicacion del instrumento Lifetime Severity Index for Cocaine Use
Disorder (LSI-C), observandose 2 cSNPs no sindnimos, ¢.293A>G (p.Asp98Gly) y
€.1699G>A (p.Ala567Thr), localizados en los exones 2 y 4, que corresponden,
desde el punto de vista funcional, a la variante Atipica (A) [dbSNP: rs1799807] y a
la variante Kalow (K) [dbSNP: rs1803274] de la enzima BChE respectivamente,
caracterizadas por bajos niveles de actividad catalitica en comparacion con la
enzima silvestre.

La variante Atipica (A), distinguida por presentar una reduccion del 30% en su
actividad cuando es comparada con la enzima usual, fue identificada por McGuire
y cols. (1989) a través de la secuenciacion de clones gendémicos y de regiones
seleccionadas de ADN mediante amplificacion por PCR. Los autores informaron
una frecuencia alélica cercana al 2% en la poblacién caucéasica y cercana al 1.7%
en poblaciones de origen europeo, con una frecuencia para el genotipo
homocigoto de la variante de aproximadamente 3:10.000 en individuos de origen
europeo y de 1:3.000 en norteamericanos blancos (McGuire y cols., 1989). En tres
estudios distintos realizados por Fadel-Picheth (1991), Souza y cols. (2001) y
Mikami y cols. (2005) en poblacion brasilera habitante de la ciudad de Curitiba, se
estimé la frecuencia de la variante A en 1.11%, 1.21% y 1.8% respectivamente.
Del total de individuos analizados en nuestro estudio, solamente en 1 de ellos
(BCHE-4) se observo la presencia de ésta variante localizada en el nucle6tido 293,
en estado heterocigoto compuesto, que corresponde al cSNPs ¢.293A>G
(p-Asp98Gily).

Los datos de las frecuencias alélicas representados en la tabla 17 obtenidos de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs1799807) muestran que
dicho cSNP no esta presente en poblaciones asiaticas ni de Africa Sub-Sahariana.
El HAPMAP-TSI muestra una frecuencia alélica de 4% (Tabla 17), similar a la
estimada en el presente estudio (Tabla 11). Frecuencias alélicas altas en la
poblacion general harian suponer la no existencia de una relacion directa entre el
polimorfismo y el riesgo incrementado de presentar reacciones adversas tras el
consumo de cocaina. No obstante, estudios de correlaciébn genotipo — fenotipo
como el realizado por Parnas y cols. (2011) han demostrado que la asignacion de
fenotipos absolutos de BChE es a menudo inexacta, por lo que recomiendan la
realizacion de secuenciacion del gen BCHE en combinacién con la realizacion de
pruebas bioquimicas (actividad enzimatica y uso de inhibidores como la dibucaina
y el carbamato, entre otros) para proporcionar una evaluacion completa y
detallada de la sensibilidad del paciente a sustancias metabolizadas por la enzima
como succinilcolina, mivacurium, procaina y cocaina (Lee, 2009).
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Tabla 17. Frecuencias genotipicas y a |élicas referentes al SNP rs1799807 del gen
BCHE en diferentes poblaciones

Genotipos Alelos
Poblacion Grupo étnico N A/A AIG A G
AFD_EUR_PANEL Europeo 24 0,958 0,042 0,979 0,021
AFD_AFR_PANEL Afro-Americano 23 0,957 0,043 0,978 0,022
AFD_CHN_PANEL Asiético 24 1,000 1,000
HapMap-HCB Asiatico 45 1,000 1,000
HapMap-JPT Asiatico 44 1,000 1,000
HapMap-YRI Africa Sub-Sahariana 49 1,000 1,000
HapMap-TSI Multiple 88 0,920 0,080 0,960 0,040
HapMap-CEU Europeo 60 0,983 0,017 0,992 0,008
HapMap-MEX Mexicano 50 0,980 0,020 0,990 0,010

HCB: poblacién de Beijing, China.

JPT: poblacion de Tokio, Japon.

YRI: Poblacién de Yoruba, Nigeria.

TSI: poblacion de Toscana, Italia.

CEU: residentes en Utah con ancestros del norte y oeste de Europa.
MEX: mexicanos con ancestro en Los Angeles.

Fuente: NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.qov/SNP/snp_ref.cqi?rs1799807)

La variante Kalow (K), caracterizada por presentar una reduccion cercana al 33%
de la concentracion circulante en plasma debido a disminucion en la sintesis o a
degradacion acelerada, fue reconocida por primera vez por Rubinstein y cols.
(1978) mediante el uso de dibucaina para la inhibicion. Estudios poblacionales
basados en el analisis directo de ADN demostraron que el alelo A539T es el mas
frecuente entre las variantes de BChE en los grupos étnicos europeos (Gaffney y
Campbell, 1994; Jensen y cols., 1996), asiaticos (Shibuta y cols., 1994; Izumi y
cols., 1994) y caucasoides norteamericanos (Bartels y cols. 1992b), con
frecuencias alélicas entre el 13% y 20%. Rubinstein y cols. (1978) y Whittaker y
Britten (1988) estimaron la frecuencia de homocigotos en 1:1.000, mientras que
Evans y Wardell (1984) la estimaron en 1:76. De total de individuos analizados en
nuestro estudio, en 3 de ellos se observo la presencia de esta variante localizada
en el nucledtido 1699 en estado homocigoto (BCHE-1), heterocigoto (BCHE-9) y
heterocigoto compuesto (BCHE-4), que corresponde al cSNPs ¢.1699G>A
(p.-Ala567Thr).

La Tabla 18 representa datos de frecuencias alélicas y genotipicas obtenidos de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov(SNP/snp_ref.cgi?rs1803274) en diferentes
poblaciones para el nucleétido 1699. Las frecuencias alélicas obtenidas en nuestro
estudio (Tabla 12) son coherentes con las reportadas en las muestras europeas
(AFD_AUE_PANEL y HapMap-CEU). Esto indicaria la relacion inexistente entre el
polimorfismo y el riesgo incrementado de presentar reacciones adversas tras la
exposicion a la sustancia. Sin embargo, estudios realizados por Negrao y cols.
(2013) demostraron una relacion significativa entre la variante Kalow (K) y el
consumo preferencial de cocaina en forma fumada o crack.
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Tabla 18. Frecuencias genotipicas y alélic as referentes al SNP rs1803274 del gen
BCHE en diferentes poblaciones

Genotipos Alelos
Poblacion Grupo étnico N A/A AIG GIG A G
AFD_EUR_PANEL Europeo 24 0,042 0,250 0,708 0,167 0,833
AFD_AFR_PANEL Afro-Americano 23 0,304 0,696 0,152 0,848
AFD_CHN_PANEL Asiético 24 0,167 0,833 0,083 0,917
HapMap-HCB Asiético 45 0,022 0,356 0,622 0,200 0,800
HapMap-JPT Asiético 45 0,067 0,267 0.667 0,200 0,800
HapMap-YRI Africa Sub-Sahariana 60 0,317 0,683 0,158 0,842
HapMap-GIH Indigena 84 0,190 0,810 0,095 0,905
HapMap-CEU Europeo 60 0,017 0,317 0,667 0,175 0,825

HCB: poblacién de Beijing, China.

JPT: poblacion de Tokio, Japon.

YRI: Poblacion de Yoruba, Nigeria.

GIH: Indios Gujarati, Houston, Texas.

CEU: residentes en Utah con ancestros del norte y oeste de Europa.
Fuente: NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov(SNP/snp ref.cqi?rs1803274)

Apoyados en los resultados obtenidos en la prueba de probabilidad exacta de
Fisher aplicada para los cSNPs ¢.293A>G y ¢.1699G>A, podemos determinar que
los dos polimorfismos se encuentran en equilibrio de Hardy — Weinberg (p =
0,111 y p = 0,0545 respectivamente); ello puede ser indicativo de que los
polimorfismos no podrian estar relacionados con la enfermedad (Clayton, 2001),
en este caso con la aparicion de reacciones adversas.

Con el propésito de determinar los efectos funcionales y estructurales de las
variantes A y K sobre la proteina, se realizé prediccion in silico para cada una de
ellas. Los estudios funcionales, utilizando 10 diferentes herramientas (Align
GVGD, PolyPhen-2, PANTHER 9.0, SNPs&GO, SIFT, nsSNPAnalyzer, SNPdryad,
MutPred, PMut y PhD-SNP) y basados en criterios de seleccion de mutaciones
con impacto en la estructura y funcion de la proteina (Martin y cols., 2002) y en
estudios In vitro de la actividad de la BChE (Valentino y cols., 1981; Bartels y cols.,
1992, McGuire y cols., 1989), establecieron para el SNPs p.Asp98Gly un caracter
patogénico, mientras que para el SNPs p.Ala567Thr, mostraron un
comportamiento neutro. La prediccion de las estructuras secundarias mediante la
utilizacion de los programas Predict Protein y PSIPRED v3.3, permitieron
determinar la ausencia de cambios en los elementos conformacionales de la
estructura secundaria de la BChE en comparacion con las variantes atipica (A) y
Kalow (K), con una conformacion estructural rica en bucles y en menor proporcion
con 3-laminas plegadas (Figura 8, 9 y 10).

Basados en el analisis de los resultados obtenidos en el presente estudio, se
puede proponer la existencia de una relacion entre polimorfismos o variantes
genéticas que son responsables de una baja actividad catalitica y/o baja
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concentracion plasmaética de la enzima BChE y el aumento de la susceptibilidad
para la aparicion de algunas de las reacciones adversas ocurridas en personas
consumidoras de cocaina, como las acontecidas en el 55% de la muestra
estudiada, dentro de las que sobresalen la sobredosis accidental y los episodios
convulsivos secundarios presentados por los pacientes BCHE-4 y BCHE-9.
Aunque dicha relacion no ha sido completamente establecida, la disminucion en la
actividad enzimatica de hasta un 30%, asociada al plegamiento incorrecto de la
proteina en la variante atipica y la reduccidén en la concentracion plasméatica de
hasta un 33%, asociada a inestabilidad y capacidad disminuida para la
tetramerizacion en la variante Kalow, llevarian a alteraciones en el metabolismo
normal de la cocaina, con incremento de las concentraciones de la sustancia a
nivel de las areas cerebrales relacionadas con el reforzamiento de conductas
adictivas y la acumulacion de los metabolitos secundarios Benzoil Ecgonina (BEG)
y Ecgonina Metil Ester (EME) en el plasma, en el tejido adiposo y en el cerebro,
pudiendo ser hasta 10 veces mayor en este ultimo (Karch, 1991), potenciando el
riesgo de dependencia, toxicidad y reacciones adversas como las evidenciadas en
la Tabla 1, incluso con dosis bajas.

Fundamentados en el conocimiento de la etiologia compleja de la adiccion a la
cocaina, es probable que, en condiciones ambientales no favorables, y
considerando los factores genéticos como sustrato, ocurra una combinacion de
elementos que conduzca a la aparicion de reacciones adversas en el individuo.

Hasta el momento, solo se ha realizado un reporte en la literatura donde se
estudia la asociacion entre variantes genéticas de la enzima BChE y dependencia
a la cocaina. En este estudio realizado por Negrao y cols. (2013) se reportd una
relacion significativa entre la variante Kalow (K) [dbSNP: rs1803274] y el consumo
preferencial de cocaina en forma fumada o crack (p<0,005), la cual es mas
adictiva que la cocaina en polvo, lo que respaldaria nuestra hipotesis de riesgo de
dependencia, toxicidad y reacciones adversas por baja concentracion plasmatica
de la enzima. Las frecuencias alélicas reportadas en éste estudio para la variante
Kalow fueron similares a las reportadas por nosotros (Tabla 12), y también
similares a los valores reportados en las muestras europeas (AFD_AUE_PANEL y
HapMap-CEU) (Tabla 18).

Aunque las variantes Atipica y Kalow han demostrado previamente asociacion con
otras condiciones médicas y del comportamiento, no se han encontrado estudios
diferentes hasta la fecha que investiguen el papel de estas variantes en la
aparicion de reacciones adversas o dependencia al consumo de sustancias, al
igual que su relacibn con otros trastornos psiquiatricos relacionados con
sustancias (Negrao, 2013). Por la razon anteriormente enunciada y debido a que
los sujetos consumidores de cocaina constituyen un grupo heterogéneo, no solo
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desde el punto de vista genético, sino también desde el punto de vista clinico,
recomendamos continuar con la realizacién de estudios de farmacogenética y
farmacogendmica en muestras poblacionales mayores, en donde junto con los
estudios de genes 0 genomas, se practiquen estudios funcionales, encaminados a
correlacionar los polimorfismos evidenciados con la actividad enzimatica,
contribuyendo a la prevencion de reacciones adversas y toxicidad en el paciente
consumidor de cocaina.
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ANEXOS

Anexo 1 — Instrumento de evaluacion y medidaenla  adiccion a cocaina

Lifetime Severity Index for Cocaine Use Disorder (L  SI-C)
(Hser y cols., 1999)

1. ¢Cuantas veces a lo largo de su vida ha consumido cocaina en cualquiera de
sus preparaciones como polvo, crack, base libre o pasta de coca?

___No he consumido nunca
__1062veces

__De 3 a4veces

___De 6 al0veces

___De 11 a 49 veces

___De 50 a 99 veces

___De 100 a 199 veces

__ 200 veces o0 mas

2. En promedio, ¢con qué frecuencia ha consumido cocaina durante los 12
meses anteriores a la entrada en este programa?

___No he consumido en todo el tiempo
___Menos de una vez al mes
___De1a3veces al mes
___De1a?2veces alasemana

___De 3 a4veces alasemana

___De 5 a6 veces alasemana
___Diariamente o casi cada dia

___De 2 a3veces al dia

___4veces o mas al dia

3. Piense en la época en la que consumia mas cocaina (el maximo). ¢Con qué
frecuencia la consumia?

___Menos de una vez al mes
__De1a3veces al mes
___De1a?2veces alasemana
___De 3 a4veces alasemana
___De 5 a6 veces alasemana
___Diariamente o casi cada dia
___De 2 a3veces al dia

4 veces o mas al dia
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4. ¢Cuantos afios tenia cuando empezd a consumir cocaina con regularidad (al
menos una vez a la semana)?

Edad

5. Desde que empez0 a consumir cocaina con regularidad (al menos 1 vez a la
semana), ¢cuantas veces ha dejado de consumir cocaina durante 30 dias o
mas?

Veces

6. Desde que empez6 a consumir cocaina con regularidad, ¢Cual es el mayor
tiempo que paso sin consumir cocaina?

ARos Meses Semanas
7. Durante este tiempo, ¢estaba en un programa de tratamiento, en la carcel o en
una correccional de menores; o la dejo solo?

___Enun programa de tratamiento
___Enlacércel o en un correccional de menores
___ Lo dejé yo solo por mi cuenta

___ Otros (especificar)

8. ¢Cuando fue la dltima vez que consumié cocaina con regularidad?

___Durante el mes anterior a mi entrada en este programa
___Durante los ultimos 12 meses
¢,Cuantos meses hace? Meses
___Hace mas de 1 afio
¢,Cuantos afios tenia? Edad

9. ¢Cuando fue la dltima vez que consumié cocaina en cualquiera de sus
preparaciones?

__Durante el mes anterior a mi entrada en este programa
__Durante los dltimos 12 meses

¢Cuantos meses hace? _ Meses

___Hace mas de un afio

¢, Cuantos afios tenia? Edad

10. ¢Con qué frecuencia la consumia en esa época?

___Menos de una vez al mes
__De1a3veces al mes
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___De1a?2veces alasemana
___De 3 a4veces alasemana
___De 5 a6 veces alasemana
___Diariamente o casi cada dia
___De 2 a3veces al dia
___4veces o mas al dia

11. ¢Ha consumido con frecuencia cocaina en cantidades mayores de las que
inicialmente pretendia?

Si___ No

12. ¢ Ha consumido cocaina durante un periodo mas largo del que pretendia?

Si___ No

13. ¢ A menudo ha empezado a consumir cocaina y le ha sido dificil parar?

Si__No

14. ¢Ha querido o intentado alguna vez parar o reducir el consumo de cocaina,
pero se ha encontrado que no puede?

Si___No

15. ¢ Ha sentido alguna vez tantas ganas o necesidad de consumir cocaina que no
ha podido resistirla?

Si___No

16. ¢ Ha necesitado alguna vez cocaina tan intensamente que no puede pensar en
nada mas?

_Si_No

17. ¢ Alguna vez ha empezado a necesitar mucha més cocaina de la habitual para
conseguir el mismo efecto?

Si___No

18. ¢Ha observado alguna vez que la misma cantidad de cocaina le producia un
efecto menor que anteriormente?

Si__No
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19. ¢Ha estado con frecuencia bajo los efectos de la cocaina o sintiendo sus
secuelas en una situacion que aumentaba sus posibilidades de resultar lesionado
como conducir un vehiculo o una embarcacion, utilizar cuchillos, maquinaria o
pistolas, cruzar las calles habiendo mucho trafico o hacer montafiismo o nadar?

__Si__No

20. ¢Ha tenido alguna vez problemas fisicos como sobredosis accidental, tos
persistente, ataque epiléptico, infeccion, hepatitis, abscesos, un corte, esguinces,
alguna otra herida o el virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) como
consecuencia de tomar cocaina?

__Si__No
21. ¢La cocaina le ha causado alguna vez problemas importantes con su familia o
amigos, en el trabajo, en la escuela o con la policia?

__Si__No

22. ¢Ha tenido alguna vez algun problema emocional o psicolégico por tomar
cocaina, como sentir que las cosas no le importaban, sentirse deprimido, suspicaz
de la gente, paranoide o tener ideas extrafias?

__Si__No
23. ¢Ha estado con frecuencia bajo los efectos de la cocaina o sufriendo sus
secuelas en el trabajo, en la escuela o mientras cuidaba nifios?

__Si__No

24. ¢Su consumo de cocaina se ha vuelto alguna vez tan regular que cada dia
tiene que tomar la misma cantidad a la misma hora, independientemente de lo que
estuviera haciendo o de donde estuviera?

__Si__No

25. ¢ Parar o reducir el consumo de cocaina le pone enfermo o le causa problemas
de abstinencia, como ser incapaz de dormir, sentirse ansioso o deprimido, sudar,
sentirse enfermo o sentir que su corazoén late con rapidez?

Si__No

26. ¢Ha habido algin momento en el que haya empleado mucho tiempo
consumiendo cocaina, en actividades relacionadas con su obtencibn o en
recuperarse de sus efectos?
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__Si__No

27. ¢Ha tenido alguna vez un periodo de un mes o mas en el que la mayoria de
los dias, haya empleado mucho tiempo haciendo algo para asegurarse que tenia
cocaina? Por ejemplo, ¢ha tenido alguna vez un periodo de un mes o mas en el
qgue, la mayoria de los dias, haya empleado mucho tiempo escondiendo cocaina,
robando dinero o pidiéndolo para comprar cocaina?

Si__No

28. ¢ Ha abandonado o reducido de forma significativa actividades importantes con
el fin de conseguir o consumir cocaina, como deportes, trabajo o pasar un rato con
amigos o familiares?

Si__No
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Anexo 2 — Frecuencias alélicas calculadas mediante
programa Population Genetic Analysis (PopGen)

Date:19114/6/3
Time:18:52:42

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkikkikkikkikkkkkkkkkkkkkkkk

POPULATION GENETIC ANALYSIS

Data Description: BCHE Diploid Test Data

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkikkikkkkkikkkkkkkkkkkkkkkk

la utilizacion del
para el gen BCHE

*%

*%

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *kkkkkkkkkkkkkkkkkkx
Single-Population Descriptive Sta tistics
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *hkkkkkkkkkkkkkkkkkx
population ID: 1
population name: none
* Population : 1 @ Locus : BCHE *
Genotypes Obs. (O) Exp. (E) (O-E)YE 2*O*Ln (O/E)
(A A) 8 6.4762 0.3585 3.38 09
(B, A) 1 32381 15469 -2.35 00
(B, B) 1 02857 1.7857 2.50 55
(C, A 0 0.8095 0.8095 0.00 00
(C,B) 1 0.1905 3.4405 3.31 65
(C, 0 0 0.0000 0.0000 0.00 00
Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium:
Chi-square: 7.941176
Degre eof freedo m: 3
Probabilit y: 0.047243
Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibriu m;

G-square:
Degre eof freedo m:
Probabilit  y:

6.852957

3

0.076735
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Allele Frequency of population 1:

Allele\Locus BCHE

Allele A 0.7727
Allele B 0.1818
Allele C 0.0455

Summary Statistics of population 1:

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Summary of Genic Variation Statistics for A
[See Nei (1987) Molecular Evolutionary Genetics

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Locus Sample Size na*

BCHE 22 3.0000
Mean 22 3.0000
St. Dev 0.0000

*na= Observed number of alleles

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Summary of Heterozygosity Statistics for Al

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

*kkkkkkkkkkkkkkk

Il Loci
(p.176-187)]

*kkkkkkkkkkkkkkk

*kkkkkkkkkkkkkkk

| Loci**

*kkkkkkkkkkkkkkk

Locus Sample Size ObsHom ObsHet ExpHom* Exp

Het* Nei** Ave Het

BCHE 22 0.8182 0.1818 0.6147 0.385
Mean 22 0.8182 0.1818 0.6147 0.385
St. Dev 0.0000 0.0000 0.0000 0.000

3 0.3678 0.3678
3 0.3678 0.3678

0 0.0000 0.0000

* Expected homozygosty and heterozygosity were comput
**Nei's(1973)expected heterozygosity

101

ed using Levene(1949)



