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RESUMEN

El ser humano estd constantemente expuesto a agentes externos
(xenobidticos), entre los que se incluyen los farmacos. La mayoria de estos
xenobidticos son lipofilicos siendo absorbidos por la mucosa gastrointestinal hacia la
circulacion sistémica. Para facilitar su excrecion existen enzimas de biotransformacion,
tales como las monooxigenasas o citocromo P450 (CYP), las cuales se encuentran
principalmente en el higado y transforman sustancias lipofilicas en compuestos
hidrofilicos modificando la velocidad de excrecién, la vida media y otras propiedades

farmaco/toxicocinéticos.

La variabilidad interindividual en el metabolismo y respuesta a farmacos es
extensa debido a las caracteristicas genéticas individuales y las interacciones con otros
xenobidticos. Este tema es abordado por la farmacogenética, una disciplina que
analiza la informacién genética del paciente para disefiar una terapia farmacolégica
mas apropiada y por consiguiente, la informacion previa de esto puede ser beneficiosa,
en especial en aquellos fa&rmacos con un indice terapéutico estrecho o una
concentracion plasméatica minima. Ello debido a que es bien sabido que la mayoria de
las enzimas de biotransformacion son polimoérficas, causando ya sea la supresion,
disminucion o aumento del metabolismo de farmacos. Por lo tanto, es necesario
conocer su variacibn en un individuo para ajustar una terapia farmacolbgica

individualizada.

Una de las enzimas relevantes en la respuesta farmacolégica, responsable del
metabolismo de gran cantidad de farmacos y que corresponde casi al 30% de las
enzimas P450 hepaticas es CYP3A4. Se han descrito numerosos polimorfismos en el
gen que codifica para esta enzima, siendo CYP3A4*1B uno de los més estudiados. Al
respecto, estudios in vitro han mostrado que esta variante exhibe una actividad
enzimatica dos veces menor que el genotipo comun o wild type CYP3A4 wt/wt, sin
embargo, in vivo no se ha logrado demostrar que esta variante esté asociada a una

disminucion de la actividad enzimatica.
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El medicamento hipnosedativo Zolpidem utilizado para iniciar o mantener el
suefio es biotransformado principalmente por CYP3A4, por lo que esta enzima puede
tener un papel muy relevante en la respuesta farmacoterapéutica. A pesar de que se
han realizado estudios in vitro que han demostrado su biotransformacion por CYP3A4
(61%), CYP2C9 (22%) y CYP1A2 (14%), aun no se demuestra que la presencia del
polimorfismo de CYP3A4 *1B altere los parametros farmacocinéticos en humanos, ya

sea sometidos a monodosis 0 a un tratamiento con Zolpidem.

De acuerdo a estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo de tesis
persiguié determinar la frecuencia del polimorfismo CYP3A4 *1B en la poblacion
chilena sana, y asociar el polimorfismo a cambios en los pardmetros farmacocinéticos
de Zolpidem en un grupo de voluntarios sanos sometidos a una monodosis de
Zolpidem. La deteccién de los diferentes genotipos se realiz6 a través de PCR-RFLP
convencional y los parametros farmacocinéticos se obtuvieron mediante analisis por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Los resultados obtenidos mostraron una frecuencia genotipica de un 0,889 para
el genotipo silvestre (wt/wt), 0,111 para los heterocigotos (wt/*1B) y no se encontraron
individuos homocigotos mutados (*1B/*1B) en 253 chilenos sanos. La frecuencia alélica

fue de un 0,945 para el alelo silvestre (wt) y un 0,055 para el alelo mutado (*1B).

El andlisis estadistico para establecer la relacion entre el genotipo y los
pardmetros farmacocinéticos de 32 personas estudiadas (28 para wt/wt y 4 para
wt/*1B) no mostré una asociacion estadisticamente significativa, por lo que seria
necesario disponer de un mayor numero de individuos tratados con el farmaco de
modo de establecer la presencia de metabolizadores rapidos o lentos de Zolpidem o en
su defecto realizar un estudio farmacocinético en un grupo de individuos previamente
identificados como portadores del alelo mutado. Sin perjuicio de lo anterior, es
necesario destacar que el objeto dltimo de la farmacogenética es establecer
respuestas individuales, por lo que el hallazgo de 4 individuos con genotipo mutado vy el
andlisis de sus niveles plasmaticos de Zolpidem podrian permitir disponer de una

herramienta Util para el ajuste de la dosis de este medicamento.
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ABSTRACT

Human beings are constantly exposed to external agents (xenobiotics),
including drugs. Most of xenobiotics are lipophilic and therefore they are absorbed by
gastrointestinal mucous towards the systemic circulation. To facilitate their excretion
biotransformation enzymes, such as monooxygenases or cytochrome P450 (CYP),
found mainly in the liver, change lipophilic substances to hydrophilic compounds
by modifying their excretion rate, half-life, and other pharmacokinetics or toxicokinetics
properties.

The interindividual variability in metabolism and drug responses is huge
because of individual genetics characteristic and interactions with other xenobiotics.
This topic is approached by pharmacogenetics, an area that analyzes the genetic
makeup of patients a suitable pharmacological therapy design and therefore. The
knowledge derived from this research can be beneficial, especially for those drugs with
a tight therapeutic index or minimum plasmatic concentration. Since it is well-known
that most biotransformation enzymes are polymorphic, causing suppression, decrease
or increase of drug metabolism, it is necessary to know individual variation to fit an

individualized pharmacology therapy.

One of the relevant enzymes responsible for the metabolization of many drugs
and part of hepatic P450 enzymes is CYP3A4. This enzyme presents several
polymorphisms, being CYP3A4*1B one of the most studied. In vitro studies have shown
that this variant shows only half of the enzymatic activity of the common genotype
(CYP3A4 wild type). It has not been shown in vivo that this variant is associated to an

enzymatic activity reduction.

The hypnosedative drug Zolpidem used to induce or maintain sleep is mainly
biotransformed by CYP3A4, therefore this enzyme may have a relevant role in the
pharmacotherapeutic response. In spite of in vitro studies have demonstrated its
biotransformation by CYP3A4 (61%), CYP2C9 (22%) and CYP1A2 (14%), it still has not

been shown that the presence of the CYP3A4*1B polymorphism modifies zolpidem
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pharmacokinetic parameters in humans, whether they are administered as a monodose

or a treatment sustained.

The goal of this thesis was to determine CYP3A4*1B polymorphism frequency in
a healthy Chilean population and in a group of healthy volunteers under a Zolpidem
monodose treatment, and to relate the genotypes frequencies to changes in Zolpidem
pharmacokinetic parameters. Detection of correlated genotypes were realized through
conventional PCR-RFLP and the pharmacokinetic parameters were measured through
high performance liquid chromatography (HPLC) analysis.

The results showed a genotypic frequency of 0,889 for the wild type genotype
(wt/wt) and 0,111 for heterozygous (wt/*1B). We did not find homozygote individuals for
the (*1B/*1B) genotype in 253 healthy Chileans. The allelic frequency was 0,945 for the
wild type allele (wt) and 0,055 for mutated allele (*1B).

The statistic analysis to establish the relation among genotype and
pharmacokinetic parameters of 32 individuals (28 wt/wt and 4 wt/*1B) did not show a
significant statistically association. It will be necessary to analyze a higher number of
subjects treated with the drug to establish rapid or poor Zolpidem metabolizers.
Alternatively a pharmacokinetic study can be restored in a group previously identified as
carriers of mutated allele. It is important to stand out that the final purpose of
pharmacogenetics is the establishment of individual answers, therefore, the finding of
wt/*1B genotype subjects together with their plasma levels of Zolpidem could permit us
to have an useful tool to fit the drug posology.
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1. INTRODUCCION

El ser humano esta constante e inevitablemente expuesto a moléculas quimicas
extrafias (xenobidticos), las que incluyen sustancias presentes en la naturaleza, como
alcaloides, toxinas producidas por hongos, plantas y animales, productos de pirolisis en
alimentos cocidos, y también, sustancias quimicas sintetizadas por el hombre, como
quimicos de origen industrial y farmacos. Una gran cantidad de estas moléculas son
lipofilicas, por lo que pueden ser absorbidas facilmente a través de la piel, de las
mucosas gastrointestinal y pulmonar, alcanzando asi la circulacion sistémica. La
capacidad del organismo para excretar estos compuestos, al ser lipofilicos es pobre,
debido a que, una vez excretados por via renal, tienden a ser reabsorbidos. Los
organismos vivos han desarrollado entonces sistemas enzimaticos con el fin de
convertir estas sustancias lipofilicas en compuestos hidrofilicos, para facilitar su
excrecion y asi disminuir su vida media. Estas transformaciones quimicas complejas
presentes en el organismo se han denominado biotransformacion y se asocian en
general, a una pérdida de actividad y a un aumento del caracter hidrofilico de las
moléculas, lo que favorece su excrecion renal, debido a que, sin esta biotransformacion
estas moléculas se acumularian en los organismos dafiandolos seriamente [loannides
C, 2002; Parkinson et al., 2008].

Los sistemas enzimaticos aptos para transformar los farmacos se encuentran
en la mucosa intestinal (proteasas, lipasas, descarboxilasas), en el suero sanguineo
(esterasas), en los pulmones (oxidasas), en el sistema nervioso (monooxidasas,
descarboxilasas) y principalmente, en el higado [loannides C, 2002; Parkinson et al.,
2008]. Es este 6rgano, el que lleva a cabo en mayor proporcion la biotransformacién de
compuestos quimicos, debido a sus caracteristicas funcionales y estructurales, como
la gran irrigacion sanguinea hepatica a través de la vena porta y arteria hepatica
(equivalente a un tercio del gasto cardiaco). Sus vasos sanguineos y senos venosos
contienen aproximadamente 500 mL de sangre y el endotelio de sus vasos sanguineos
posee fenestraciones que permiten el contacto estrecho entre la sangre y las células
del parénquima hepatico. Esto finalmente, posibilita la captacién rdpida de sustancias,

en especial las lipofilicas [Guyton A, 2005] y de este modo, las moléculas son extraidas



de la circulacion por las células hepaticas, alcanzando las enzimas de
biotransformacién presentes en las membranas de los reticulos endoplasméticos lisos

0 rugosos y en las mitocondrias.

Las reacciones de biotransformacion sobre la molécula xenobiotica se pueden
clasificar, considerando la actividad farmacolégica que resulte de esta, en reacciones
de activacion, en las cuales el farmaco inactivo se transforma en el organismo en un
derivado activo, denominandose a la molécula en cuestion profarmaco o precursor.
Puede ocurrir un cambio de la actividad, en cuyo caso el farmaco es transformado en
un metabolito que puede ser mas 0 menos activo o reacciones de inactivacién, lo que
implica la transformacion del farmaco activo en un metabolito inactivo. Todas estas
reacciones tienen, sin embargo, en comln que los productos derivados de la

biotransformacién son mas hidrosolubles que la molécula original.

Las reacciones de biotransformacion se dividen convencionalmente en dos
grupos, llamados respectivamente de fase | y de fase Il o conjugacién [loannides C,
2002; Parkinson et al., 2008]. Las reacciones de fase | pueden ser de oxidacion,
reduccion o hidrdlisis. Estas reacciones exponen o introducen un grupo funcional (-OH,
-NH,, -SH 0 —COOH) a los cuales se pueden unir posteriormente moléculas endégenas
polares. Son catalizadas por monooxigenasas como las flavoproteinas y las citocromo
P450 NADPH reductasas. Las reacciones de fase Il consisten en general en la unién
de los grupos funcionales, ya sea, directamente a los compuestos quimicos o
indirectamente, a metabolitos de la fase I, con moléculas enddgenas ionizables polares
como el acido glucurénico, glutation, sulfatos, glicina u otros aminoacidos. Estas
reacciones son catalizadas por enzimas microsomales (UDP-glucuronil transferasas),
mitocondriales, citosélicas (sulfotransferasas, N-acetiltransferasas, metil-transferasas)
0 su combinacion (glutation-S-transferasas). La reaccibn mas importante entre las de
fase Il es la conjugacion de acido glucurdnico, en la forma de UDP, a un grupo fenol o
hidroxilo en la molécula receptora. Estas reacciones producen compuestos biolégicos

altamente polares, por lo general inactivos [loannides C, 2002; Parkinson et al., 2008].

Las oxigenasas son una clase de enzimas presentes en todos los tipos de
células y tienen como sustrato el oxigeno molecular. No sélo transfieren electrones al

oxigeno molecular, sino que ademas catalizan su insercion en moléculas organicas. Se



dividen en dos clases: las monooxigenasas u oxidasas de funcion mixta, que catalizan
la insercion de un &tomo de oxigeno en un sustrato organico, mientras que el otro
atomo de la molécula es reducido a agua. Tienen la capacidad de catalizar tanto
hidroxilaciones, como la ruptura oxidativa de enlaces C-N o C-O, y son las enzimas del
reticulo endoplasmatico liso (microsomas) las mas importantes en la fase | del
metabolismo de xenobibticos [Nelson et al.,, 1990; Guengerich F, 2005] y las
dioxigenasas, que catalizan la insercién de dos a&tomos de oxigeno al sustrato [Nelson
et al.,, 1990]. Las monooxigenasas, que contienen un grupo hemo, son las mas
numerosas y se conocen bajo el nombre de citocromos P450 (CYP), siendo las
enzimas mas importantes para la biotransformacion de xenobiéticos [Nelson et al.,
1990]. Estas enzimas se han designado asi, debido a que al ser reducidas por el
ditionito de sodio se fijan al monéxido de carbono y desarrollan un pigmento rosa que
tiene una A4 de absorcién de 450 nm [loannides C, 2002; Parkinson et al., 2008]. Se
cree que esta enorme y diversa superfamilia de hemoproteinas evolucion6 en parte
debido a la guerra bioldgica que han librado plantas y animales durante millones de
afios [Gonzalez et al., 1990].

Todas las enzimas del sistema CYP estan ligadas a membranas facilitando su
interaccion con otras enzimas [Parkinson et al., 2008; Guengerich F, 2005]. El hierro
del grupo hemo presente en ella (como protoporfirina IX) esta usualmente en estado
férrico (Fe®*") y ligado a un residuo de cisteina (Cys) ubicado cerca del extremo carboxi-
terminal de la proteina. Al reducirse a su estado ferroso (Fe**) se une a un oxigeno
molecular o0 a mondéxido de carbono (Figura 1) [Parkinson et al., 2008; Guengerich F,
2005; Paine et al., 2005]. Durante la catalisis el CYP se une directamente al sustrato y
al oxigeno molecular, pero no interactta directamente con el NADPH o el NADH. En el
reticulo endoplasmatico, los electrones son entregados desde el NADPH al citocromo
P450 por medio de una flavoproteina, llamada NADPH-citocromo P450 reductasa. En
esta flavoproteina los electrones son transferidos del NADPH al CYP via FMN y FAD
[Parkinson et al., 2008; Shaik et al., 2005]. El citocromo bs puede donar el segundo de
los electrones requeridos por el citocromo P450 aumentando la Vi, y disminuyendo la
Km de las reacciones del CYP [Parkinson et al., 2008; Shaik et al., 2005].



La reaccion basica catalizada por el CYP es una monooxigenacion en la cual un
atomo de oxigeno se incorpora en un sustrato (RH) y el otro se reduce a agua, con la
ayuda de los equivalentes reductores derivados de NADPH, segun el siguiente
esquema [Parkinson et al., 2008; Shaik et al., 2005]:

Sustrato (RH) + O, + NADPH + H* = Producto (ROH) + H,O + NADP*

El citocromo P450 puede catalizar diferentes reacciones de oxidacion
[Parkinson et al., 2008; Ortiz de Montellano et al., 2005]: hidroxilacién de un carbono
alifatico o aromatico, epoxidacién de un doble enlace, oxigenacién y N-hidroxilacion de
un heteroatomo (S-, N- e I-), desalquilaciébn de un heterodtomo (O-, S-, y N-),

transferencia de un grupo oxidativo, ruptura de enlaces éster y deshidrogenacion.
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Figura 1. Citocromo P450: Localizacién y ciclo catalitico. A) Localizacién: La enzima Citocromo
P450 reductasa (que contiene FAD y FMN como grupos prostéticos, para la transferencia de electrones) y
el citocromo b5 en la membrana del reticulo endoplasmatico liso junto con un esquema de la reaccién
basica que tiene lugar en este complejo enzimatico. B) Ciclo catalitico basico: La unién del sustrato al
citocromo P450 inicia la reaccion que continda con la reduccion del Fe® a Fe®". Posteriormente el oxigeno
molecular se une al citocromo P450 y uno de sus atomos es reducido a agua mientras que el otro se une
al sustrato hidroxilandolo, lo que regenera el citocromo P450 a su estado original. Los electrones son
donados por la citocromo P450 reductasa y/o el citocromo b5 [Paine et al., 2005; Makris et al., 2005].



1.1. Farmacogenética

La variabilidad interindividual en el metabolismo y respuesta a farmacos esta
determinada por factores genéticos, fisiologicos, fisiopatoldégicos y ambientales [Evans
et al., 1999; Pirmohamed et al., 2003]. La farmacogenética es la disciplina que estudia
las variaciones genéticas que causan respuestas variables a farmacos, presentes en
transportadores, enzimas metabolizadoras y receptores de farmacos en los individuos,
lo que permite el disefio de una terapia farmacoldgica personalizada, es decir, la
eleccién del farmaco apropiado y su dosis correcta [Evans et al., 1999; Ingelman-
Sundberg M, 2001]. Es bien sabido que la mayoria de las enzimas de metabolismo de
fase | y Il de farmacos son polimdrficas, causando ya sea la supresion, disminucion
(metabolizadores pobres) o aumento (metabolizadores ultrarrapidos) del metabolismo
de farmacos y por consiguiente la genotipificacion predictiva podria ser beneficiosa en
el 10-20% de los farmacos usados, en especial en aquellos con un indice terapéutico
estrecho o0 en los que se debe asegurar una concentracion plasméatica minima para
que cumplan el efecto requerido, como los antineoplasicos, antiepilépticos y
anticonceptivos orales [Evans et al., 1999; Ingelman-Sundberg M, 2001; Schuetz E,
2001].

Por otro lado, la diferencia entre individuos en la expresion o actividad de las
enzimas CYP se debe a factores genéticos, fisiolégicos, patolégicos y/o ambientales
[Guengerich F, 2005; Ingelman-Sundberg M, 2001; Schuetz E, 2001; Pirmohamed et
al., 2003]. El aumento de la actividad de esta, puede deberse a: duplicaciéon del gen
(sobreexpresidn), la exposicion a factores ambientales, como xenobiéticos (induccién
de la sintesis o activacion de esta) o polimorfismos en los genes que codifican la
enzima (aumento de la expresién o mayor actividad catalitica) [Ingelman-Sundberg M,
2001; Schuetz E, 2001]. La disminucién de la actividad de esta, puede deberse a:
polimorfismos en los genes que codifican la enzima (disminucién de la expresién o
menor actividad catalitica o falta total de actividad de la enzima), exposicion a un factor
ambiental, como una enfermedad infecciosa o xenobidtico (supresion de la expresion,
inhibicion o inactivacion de la enzima) [Ingelman-Sundberg M, 2001; Schuetz E, 2001,
Pirmohamed et al., 2003]; por ejemplo la induccién de la sintesis de CYP por

fenobarbital, ocasiona un aumento del metabolismo del etinilestradiol que provoca la



disminucion de los niveles plasméticos del farmaco y falla terapéutica del
anticonceptivo lo que se traduce finalmente en embarazos no deseados [Janz et al.,
1974]. Otro caso lo constituye un estudio in vivo que muestra que el voriconazol causa
un incremento en la concentracion plasmatica en voluntarios sanos, pero no cambios

farmacodinamicos observados [Saari et al., 2006].

Un polimorfismo se define como la presencia de alelos mdultiples en una
poblacion determinada [Huxley J, 1995; Clark W, 1976] y puede causar la supresion,
reduccion, alteraciéon o aumento en la actividad de un farmaco. El efecto neto de un
polimorfismo en enzimas CYP sobre la farmacocinética de un farmaco dado dependera
del aclaramiento fraccional del mismo, es decir, de la importancia que tenga la isoforma
de CYP en el metabolismo del farmaco [Ingelman-Sundberg M, 2001; Ingelman-
Sundberg M, et al.,, 1999]. Una razén que puede explicar este hecho es que el
metabolismo de un farmaco, a las bajas concentraciones de sustrato que se alcanzan
en el organismo, a menudo se determina por la enzima P450 que tiene la mayor
afinidad por el farmaco en cuestion [Ingelman-Sundberg M, 2001]. Se han descrito un

gran namero de polimorfismos en los genes que codifican los distintos citocromos.

Los seres humanos tienen 57 genes CYP y 58 seudogenes ordenados en 18
familias y 42 subfamilias [Nebert et al., 2002; Guéguen et al., 2006; Zhou et al., 2009].
Estas proteinas estan ordenadas en familias y subfamilias segun el porcentaje de
identidad de su secuencia de amino&cidos. Las enzimas microsomales hepaticas del
complejo CYP que realizan la biotransformacién de xenobiéticos pertenecen a tres
familias, CYP1, CYP2 y CYP3. Las enzimas que comparten 240% de identidad se
asignan a una familia particular designada con un numero arabigo, mientras que
aquellas enzimas que comparten 255% de identidad conforman una subfamilia
designada con una letra (Tabla 1) [Parkinson et al., 2008; Shaik et al., 2005; Shimada
et al., 1994; Clarke S, 1998; Smith et al.,1998].



Tabla 1. Enzimas CYP y su importancia relativa en la metabolizacién de farmacos en el
higado humano.

Abundancia Metabolismo
. Variabilidad L, de Activacion de
en higado L Expresion . o
CYP Interindividual Farmacos precarcinégenos
(%)
(%)
1A2 10 30 Inducible 4 Si
polimorfico
2A6 5 100 Polimérfico <1 Si
2B6 1 50 Inducible <1
2C8 <1 30 Polimoérfico <1l
2C9 15 30 Polimérfico 11 Si
2C19 4 30 Polimoérfico 6
2D6 4 200 Polimoérfico 25
2E1 10 50 inducible 4 Si
polimorfico
3A4 30 80 inducible 50 Si
polimorfico
3A5 <1 2 Inducible <1 2
polimérfico

[Shimada et al., 1994; Clarke S, 1998; Smith et al., 1998; <http://www.cypalleles.ki.se/cyp3a4.htm>]

1.2. CYP3A4

La familia CYP3 tiene cuatro miembros en el ser humano (CYP3A4, 3A5,
CYP3A7 y CYP3A43) [Finta et al., 2000]. Es considerada la familia de citocromos P450
mas importante en el metabolismo de xenobioticos debido a que CYP3A4 es la enzima
con mas altos niveles de expresidbn en el higado y el intestino y a su amplia
especificidad de sustrato [Guengerich F, 2005; Shimada et al., 1994]. CYP3A7 es
expresada principalmente en higado fetal [Kitada et al., 1987], mientras que CYP3A43
se expresa en bajos niveles, siendo encontrada en higado, rifién, préstata y pancreas
[Domanski et al., 2001]. Las secuencias aminoacidicas muestran una similitud de
secuencia y estructura. Todos los genes de esta familia se encuentran agrupados en el
cromosoma 7qg21-q22 y poseen 13 exones, conservando una estructura exén-intron
muy similar [Finta et al., 2000]. Ademas de los cuatro genes mencionados se
encuentran dos pseudogenes (CYP3AP2 y CYP3AP1) entre CYP3A4 y CYP3A7, y
entre CYP3A7 y CYP3A5, respectivamente [Finta et al., 2000] (Figura 2).



Las enzimas CYP3A constituyen aproximadamente el 30% del conjunto de
enzima CYP hepética y son responsables del metabolismo de cerca de la mitad de los
farmacos comunmente utilizados, lo que implica que estas enzimas presentan una baja
especificidad por el sustrato esto las hace méas propensas a ser inhibidas
reversiblemente o irreversiblemente por una amplia variedad de farmacos [Genguerich
F, 2005; Shimada et al., 1994; Thummel et al., 1998]. Debido a su importancia en el
metabolismo de farmacos es necesario conocer los factores que modulan su actividad,
ya que existe una evidente variabilidad interindividual en ella. Esto explica diferencias
de hasta 10 veces en el metabolismo in vivo de farmacos que son sustratos de estos
citocromos [Guengerich F, 1999]. Estas enzimas son inducidas por numerosos
farmacos, tales como: fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, rifampicina y
dexametasona. Inhibidores conocidos de estas enzimas son los antimicéticos tipo
imidazol (ketoconazol y clotrimazol), antibiéticos macrdlidos (eritromicina vy
troleandomicina), el gestodeno (un anélogo de etinilprogesterona) y ciertas agliconas u
otros compuestos presentes en el jugo del pomelo [Parkinson et al., 2008; Guengerich
F, 2005].

Cromosoma 7; Locacion: 7q21.3-q22.1
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LOC442603 = CYP3A7 emmmCYP3Adtmmmm OR2AEe=
CYP3A5

CYP3A

Figura 2. Representacion esquemaética de la estructura del locus CYP3A. Arriba las entradas
GenBank que cubren el locus indicado. Las flechas gruesas muestran la direccién de los genes CYP3A.
GenelD: 1576 [NCBI: CYP3A4, 2010].

El gen CYP3A4 (Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipéptido 4) esta
localizado en el cromosoma 7g21.3-g22.1, tiene 27.592 pares de bases y 13 exones
[Finta et al., 2000; Keshava et al., 2004]. En su regiéon 5’ no traducida presenta un sitio
de union a AP-3, a p53, al factor nuclear del hepatocito 4, dos elementos de unién al
factor nuclear del hepatocito 5, un elemento de respuesta a glucocorticoide y un
elemento de respuesta a estrégeno [Hashimoto et al.,, 1993]. La proteina
correspondiente es conocida también como CYPIIIA4/nifedipino oxidasa/NF-25/P-450-
PCNL1 [Guengerich F, 2005, Shimada et al., 1994; Keshava et al., 2004].



Uno de los polimorfismos, descrito por primera vez en el gen CYP3A4 asociado
con cancer avanzado de préstata, y denominado CYP3A4*1B (nombre trivial CYP3A4-
V), consiste en el cambio de un solo nucleétido (A>G) en la posicion -292 en la region
promotora 5’ (rs2740574), en un motivo de secuencia conocido como el elemento de
respuesta especifico para nifedipino [Rebbeck et al., 1994]. También, se ha descrito
que es uno de los polimorfismos farmaco-relevantes [Plant et al., 2003] (Figura 3). In
vitro exhibe dos veces menor actividad enzimatica que el genotipo comin CYP3A4
wt/wt [Amiramini et al., 2000; Liu et al., 2002], aunque estudios in vivo no han
demostrado que la variante CYP3A4*1B esté asociada a disminucion de la actividad
enzimatica [Wandel et al.,, 2000]. Para hispano-americanos se ha informado
frecuencias del alelo mutado de 9,3% [Ball et al., 1999] y de 11% [Paris et al., 1999]
(Tabla 2).

...... Promotor Exon 1 H Exon 1
-318
5 _
3 _5
a.
3. 5°....AGGGGA.3 5
3- Fragmento
— 5°de 385pb
/ Corte con Mboll \
a.
41pb 169pb 175pb 210pb 175pb
*1/*1 (genotipo silvestre) *1B/*1B (variante)

- s Primer %: Sitio de corte

Figura 3. Esquema del sitio de corte de la enzima de restriccion Mboll. Identificacién del
polimorfismo 5"PR del gen CYP3A4 (Figura adaptada de Cavalli et al., 2001).



Tabla 2. Frecuencias genotipica y alélicas CYP3A4*1B en otras poblaciones.

Grupo étnico n F. alelica F- genotipica
wt *1B wt/wt wt/*1B *1B/*1B
Hispanos 44 0,977 0,023 0,955 0,045 0,000
Europeos 120 0,975 0,025 0,950 0,050 0,000
Asiaticos 90 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000
Africa sub-sahariana 118 0,254 0,746 0,034 0,441 0,525
Afroamericanos 28 0.321 0.679 0,071 0,500 0,429

[NCBI, SNP, rs2740574, <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2740574>]

1.3. Zolpidem

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 40% de la
poblacion mundial sufre algun tipo de problema a la hora de dormir [Roth et al., 2003].
Para combatir esta alteracion del suefio las benzodiazepinas, tales como el triazolam o
midazolam, fueron el tratamiento de eleccién a corto plazo por muchos afios, pero
tienen efectos adversos asociados, tales como, dependencia y sindrome de
abstinencia. Los nuevos hipnosedativos incluyen Zolpidem, zeleplon y zopiclona. Estos
son preferidos sobre las benzodiazepinas porque es menos probable que causen
tolerancia y son tan eficaces como éstas [Nowell et al., 1997; Hoehns et al., 1993;
Langtry et al., 1990].

Zolpidem es un efectivo inductor de suefio o hipnético, agonista del componente
benzodiazepinico (BZ) del complejo receptor GABA, Y tiene relativa selectividad por el
subtipo BZ-1 (omega-1) [Salva et al., 1995], pero no esta relacionado estructuralmente
a las benzodiazepinas. Presenta una buena absorcion y una vida media muy corta, es
un farmaco de la familia imidazopiridina, disponible en el mercado farmacéutico en
dosis de 5 mg y 10 mg en la forma de comprimidos recubiertos de liberacién
convencional y en dosis de 12,5 mg de liberacién modificada, para ser administradas
por via oral (Figura 4). Zolpidem presenta débiles propiedades anticonvulsivantes y
miorrelajantes y se usa preferentemente en el insomnio transitorio y de corto plazo
[Salva et al., 1995; Harrison et al., 2005].
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Figura 4. Estructura de Zolpidem. N, 6-trimetil-2-p-tolilimidazo [1,2-a] piridina -3-acetamida L-(+).

Las caracteristicas farmacocinéticas de Zolpidem demuestran una rapida y
buena absorcion cuando se lo administra por via oral a voluntarios sanos. La
concentracion plasmatica maxima se alcanza entre las 0,5 y 3 horas después de su
administracién. A las dosis terapéuticas tiene una farmacocinética lineal y no se
modifica luego de la administracion repetida. Su biodisponibilidad absoluta es
aproximadamente de 70% para dosis de 5 mg a 20 mg. Su distribucién es adecuada
presentando una uniéon a proteinas plasméaticas de 92 + 0,1% y un volumen de
distribucion en el adulto de 0,54 + 0,02 I/kg que disminuye a 0,34 + 0,05 L/kg en los
mas ancianos. Luego de los 45 minutos de su administracion se encuentra 80% a 90%
de las dosis en SNC; tiene ademas alta afinidad por los tejidos granulares y grasos
[Drover D, 2004; Greenblatt et al., 2006; Weinling et al., 2006].

La biotransformacion de la droga es hepatica, aproximadamente el 60% de la
biotransformacién del Zolpidem es llevada a cabo por CYP3A4 [Von Moltke et al.,
1999], siguiendo 4 vias principales y, como resultado final, se obtienen 10 metabolitos
inactivos. 1) Oxidacion del grupo benzilo, primero una hidroxilacion formando el
metabolito Ill, luego, una oxidacién del grupo benzol, formando un acido carboxilico
(metabolito 1), responsable de la metabolizacion de alrededor de 51,5% de la dosis. El
metabolito resultante se elimina por la orina. 2) Oxidacién del grupo imidazopiridinico
con formacién de otro &cido carboxilico (metabolito Il), el 11,5% de la dosis
administrada se metaboliza por esta via. 3) Oxidacion del grupo amida (esta via
metabdlica no fue encontrada en seres humanos). 4) Hidroxilaciéon del grupo
imidazopiridinico, con el resultado del metabolito X, encontrado sélo en seres humanos
(Figura 5) [Pichard et al., 1995; Von Moltke et al, 1999].
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Luego de 15 dias de administracion diaria de 20 mg por via oral, la vida media
de eliminacion (ty,) de Zolpidem en voluntarios sanos es de 1 hora 50 minutos. Entre
79% y 96% de la dosis aparecen en forma de metabolitos inactivos en bilis, heces y
orina; la eliminacion renal es de 48% a 67% de la dosis oral dentro de las primeras 24
horas [Bianchetti et al., 1988; Pichard et al., 1995; Drover D, 2004; Greenblatt et al.,
2006; Weinling et al., 2006].

Hay evidencia de efectos adversos dosis-relacionados con el uso de Zolpidem,
particularmente ciertos eventos del SNC; éstos podrian en teoria ser menores si se
toma el producto inmediatamente antes de acostarse o ya en la cama y ocurren mas
frecuentemente en pacientes ancianos; estos son: somnolencia diurna, reduccion de la
alerta, confusion, fatiga, cefalea, mareos, debilidad muscular, alteracién de la marcha o
diplopia y reacciones paradodjicas o de tipo psiquiatrico. Estos fenbmenos ocurren
predominantemente al inicio de la terapia. La incidencia de efectos adversos fue de 6%
en pacientes que recibian una dosis de 10 mg y de 23,3% en quienes recibian 20 mg.
Ocasionalmente se han informado otros efectos como: alteraciones gastrointestinales,
cambios en la libido, astenia, o reacciones cutaneas [Drover D, 2004; Greenblatt et al.,
2006; Weinling et al., 2006].

Von Moltke y colaboradores en el afio 1999 determinaron, por estudios in vitro,
gue la biotranformacion de Zolpidem es realizada por CYP3A4 (60%), CYP2C9 (22%),
CYP1A2 (14%), CYP2D6 y CYP2C19 (menos del 3%) (Figura 5). Olubodun vy
colaboradores en el 2003 estudiaron si la farmacocinética de Zolpidem era modulada
por la testosterona. Para esto administraron 5 mg de Zolpidem por via oral a
voluntarios sanos jovenes y ancianos de 22 a 42 afios y de 61 a 85 afios,
respectivamente. Ellos observaron que el clearance fue menor entre los hombres, la
Cmax Y 1y, fueron mayores para ancianos que jévenes, respectivamente. Entre las
mujeres, para las ancianas el clearance fue menor y la C,s fue mayor que en las
jévenes y el t, no habia diferencia. S6lo en los hombres se observd una clara

correlacion entre el clearance y la cantidad de testosterona libre en el plasma.
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A pesar que se han realizado estudios in vitro que demuestran que la
biotransformacion es realizada por CYP3A4 (60%) y CYP2C9 (22%), aun no se
demuestra que la presencia del polimorfismo de CYP3A4*1B altere efectivamente los
parametros farmacocinéticos en humanos sometidos a monodosis o tratamiento

prolongado de Zolpidem.
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Figura 5. Biotransformaciéon de Zolpidem. Segin estudios in vitro en microsomas y citosol de
hepatocitos humanos realizados por Pichard en el afio 1995 y Moltke en el afio 1999 [Adaptacion de
Pichard et al., 1995; Von Moltke et al, 1999].
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2. HIPOTESIS

“El polimorfismo CYP3A4*1B afecta los parametros farmacocinéticos de
Zolpidem, en voluntarios sanos sometidos a una monodosis del medicamento,
causando la disminucién de su metabolismo, lo que se traduce en un aumento de la
concentracion plasmatica maxima, del tiempo de vida media, del area bajo la curva y

disminucion de su constante de eliminacion”.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del polimorfismo CYP3A4*1B en un grupo de
voluntarios sanos sometidos a una monodosis de Zolpidem, y asociar la presencia de

estas variantes a cambios en sus parametros farmacocinéticos mas relevantes.

4. OBJETIVO ESPECIFICOS

4.1. Implementar la deteccion de las variantes genéticas generadas por la presencia
del polimorfismo CYP3A4*1B, mediante PCR convencional y digestion con

enzimas de restriccion.

4.2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo CYP3A4*1B

en una muestra de poblacion chilena sana, hombres y mujeres.

4.3. Establecer la frecuencia del polimorfismo CYP3A4*1B en un grupo de

voluntarios sanos sometidos a una monodosis de Zolpidem.

4.4. Determinar los niveles plasmaticos de Zolpidem mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), de modo de analizar su farmacocinética en el grupo

de estudio.

4.5. Relacionar por métodos estadisticos apropiados, los diferentes genotipos del
polimorfismo genético CYP3A4*1B vy los parametros farmacocinéticos:
concentracion plasmatica maxima, tiempo de vida media, area bajo la curva y

constante de eliminacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

En la extraccion de sangre periférica y purificacion del ADN se utilizé un sistema
comercial de purificacion de ADN gendmico de sangre periférica, (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemania).

Para la PCR se utilizaron partidores, agua DPC, dNTPs, Tag ADN Polimerasa,
Tris-HCI, KCI y cloruro de magnesio (Invitrogen, Brasil). Marcador de peso molecular
100-1000pb Hyperladder IV (Bioline, Taunton, MA, USA). La purificacion de los
productos de PCR se realizé con un sistema comercial de purificacion, FavorPrep
GEL/PCR Purification Mini Kit (Favorgen). En el estudio de los fragmentos de
restriccion de largo polimdérfico basado en PCR (PCR-RFLP) se utilizé la enzima de
restriccion Mboll (Fermentas, Hanover, USA). Se observé el patrén de banda en geles

de agarosa y poliacrilamida (Bioline, Taunton, MA, USA).

Se administr6 a los voluntarios una monodosis de Somno® (Zolpidem) que fue

adquirido en el comercio establecido.

En la determinacion de la concentracion plasmatica de Zolpidem se utilizé
Zolpidem (Materia prima de Laboratorio Saval trazado respecto a un estandar
primario), mirtazapina (Materia prima de Laboratorio Recalcine trazado respecto a un
estandar primario), fosfato dihidrogeno de potasio y acetonitrilo (Merck, Santiago,
Chile).

5.2. Metodologia

5.2.1. Reclutamiento de los Voluntarios

Se estudio la frecuencia del polimorfismo de CYP3A4*1B, en poblacion chilena
sana (253 personas) y se seleccionaron voluntarios (32 personas) para el estudio
farmacocinético que se realiz6 en el IFT con el medicamento Zolpidem. Estos
individuos debieron cumplir con los criterios de inclusion y exclusién detallados méas

adelante.
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5.2.2. Anélisis Genotipico

5.2.2.1. Extraccion de sangre periféricay purificacion del ADN

Luego de firmar un consentimiento informado y completar una ficha de
antecedentes familiares (Anexo 1), se tomaron muestras de sangre periférica de todos
los voluntarios y se aislé el ADN de leucocitos periféricos utilizando el método de Miller
et al, (1988) adaptado en el laboratorio o mediante un sistema comercial de
purificacién de ADN gendmico, para realizar posteriormente el procedimiento de PCR-

RFLP para el estudié del polimorfismo propuesto.

5.2.2.2. Determinacioén de la frecuencia genotipicay alélica de CYP3A4*1B

Se utiliz6 el método de Cavalli et al., 2001 para amplificar la regién 5'PR de
CYP3A4, que consisti6 en realizar una PCR con los partidores: Forward (5'-
GGAATGAGGACAGCCATAGAGACAAGGGGA-3) y Reverse (5-
CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTCTTTGCTG-3)). Se amplificod la region promotora 5’ del
gen humano CYP3A4 (nucledtidos -318 a +67) produciendo un amplicén de 385 pb
(Figura 6) de longitud que contiene un sitio de corte polimérfico (posicién 41) y otro
constitutivo (posicion 210) para la enzima de restriccion Mboll. La reacciéon se llevo a
cabo en un volumen final de 25 pL, con una concentracion de 2,5 ng de ADN, 2,0 uM
de cada partidor, 10 mM de dNTPs, 125 U de Tagq ADN Polimerasa, tampo6n 10X (20
mM Tris-HCI pH 8,4 y 50 mM KCI) y cloruro de magnesio 6 mM. El protocolo de la PCR
consta de un paso inicial a 95 °C durante 10 minutos, seguido por 30 ciclos, cada uno
compuesto de tres fases: de desnaturacion a 95 °C durante 60 segundos, de
apareamiento a 63 °C durante 60 segundos y de extensién a 72 °C por 60 segundos.

Por ultimo se completa la reacciéon con un ciclo final a 72 °C durante 7 minutos.

Posteriormente, el amplicon fue sometido a digestion durante 2 horas con la
enzima Mboll. La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 16 uL, de los cuales
5 pL corresponden al producto de PCR y 5 U de enzima de restriccion Mboll. Se
espera obtener, para los sujetos homocigotos para el genotipo silvestre (wt/wt) dos

fragmentos de 175 y 169 pb, para los homocigotos del polimorfismo (*1B/*1B) dos
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fragmentos de 210 y 175 pb y finalmente, para el genotipo heterocigoto (wt/*1B) se
obtienen tres fragmentos de 210, 175 y 169 pb. Estos fragmentos se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 16,0% (Figura 6).

— 385 pb

EEEEN s Emmmm (175 pb
I 169 pb

Producto Wi/t wi/*1B *1B/*1B
PCR Genotipo

Figura 6. Representacion esquematica del patrén de bandas del producto de lareaccion
de la PCR y de la digestion del producto de la PCR con la enzima de restriccién Mboll.

Posteriormente, los productos de PCR se purificaron mediante el sistema
comercial y se enviaron a secuenciar a al servicio de secuenciacion del departamento
de ecologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, con el fin de corroborar que

la region amplificada era la correspondiente a CYP3A4.

5.2.2.3. Equilibrio Hardy-Weinberg y Porcentaje de Mezcla Amerindio caucasica
(Y%Mac)

Se determiné si la presencia del polimorfismo CYP3A4*1B en la poblacion
chilena sana cumplia con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Para esto se procedi6 a
calcular por conteo directo de cada alelo (wt y *1B, respectivamente) y aplicar la

siguiente ecuacion:

P24+ 2mg+ g =(p+g)i=1 Donde p esigual awt y g es igual a *1B.

Si wt/wt : wt/*1B : *1B/*1B aparecen en una relacion p®: 2pq : g° y al sumarlos

obtenemos la unidad, entonces se considera que se encuentran en equilibrio.
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Para determinar el % de mezcla amerindio-caucéasica (%Mac), que permite
establecer el nivel de mestizaje de la poblacién, se determind el grupo sanguineo a
todos los voluntarios y luego se calculd la frecuencia alélica para el sistema ABO,
mediante al equilibrio Hardy-Weinberg (ecuaciéon 2-4) y ecuaciébn de Bernstein

(ecuacion 5-10) [Acufia M, et al, 2000] como se describe a continuacion:

p? +2pr +r? = (p+1r)? = F[A] + F[O] (2)

q* +2qr+r? =(q+r)2 =F[B] +F[0] (3)

r? = F[O] (4)
p = 1 - (F[B] + F[O])2 (5)
q = 1 - (FA] + FO]): (6)
r = (F[O]): )
p'=p(1+3) (8)
q = q(l + 2) 9)
r=(r+3)(1+3) (10)

Ecuacion 2 a 3, Equilibrio Hardy-Weinberg para el sistema ABO, donde F[A],
F[B], F[O] es la frecuencia alélica para A, B y O, respectivamente. Luego al despejar p
y g, se obtiene las ecuaciones de la 5 a la 7 para simplificar los céalculos. Entonces, si

p+qg+r=1, y se corrige la desviacion D=1- (p+q+r) (ecuacion 8-10).

Al reemplazar en las ecuaciones 5 a 7 con la frecuencias de A, By O y calcular
D. Luego, remplazar en ecuaciones 8 a 10 se obtiene la frecuencia alélica para A, By
O de la poblacién estudiada (Tabla 5). Finalmente, se reemplazé la frecuencia alélica

en la ecuacion 11.

F.Poblacién de estudio—F.Espafioles
%MA—C = l - P | (11)
|F.Mapuches—F.Espafioles|

Donde F es la frecuencia alélica, F. Mapuche es igual a 1, F. Espafiola es igual a
0,6465.
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5.2.3. Farmacocinética de Zolpidem

El estudio farmacocinético se realizé6 en el Laboratorio de Farmacocinética y
Biodisponibilidad del IFT, del Programa de Farmacologia Molecular y Clinica del ICBM,
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y fue sometido a autorizacion por el
Comité de Etica para estudios en seres humanos de la Facultad de Medicina (Anexo
2).

5.2.3.1. Voluntarios

Se solicit6 a todos los voluntarios su Consentimiento Informado y su
autorizacion para tomar los examenes de VIH (Anexo 3). A continuacion, se selecciond
del grupo de poblacion chilena sana un grupo de voluntarios sanos adultos originarios
de Chile, cuyas edades fluctien entre los 21 y 55 afios, con apellidos
hispanoamericanos a los cuales se les realiz6 un examen fisico completo y analisis de
laboratorio clinico, los cuales incluyeron: hemograma, VHS, orina completa, prueba de
hepatitis B y C, VIH, screening de drogas de abuso, glicemia, uremia, proteinemia,
fosfatasa alcalinas, bilirrubinemia, transaminasa oxdlica y piravica y creatinemia,

ademas, en el caso de las mujeres se les realizé un test de embarazo.

Se tomaron los siguientes criterios de seleccién e inclusién de los voluntarios

para el estudio:

a. Grupo de hombres y mujeres sanos de edades entre 21 y 55 afios con

apellidos hispanoamericanos y masa corporal (IMC) entre 18 y 30.
b.  No fumadores.
c. No consumidores de drogas de abuso ni de alcohol.
d. Sin alergias a medicamentos.

e.  Sin terapias concomitantes y no haber ingerido farmacos a lo menos dos

meses antes del estudio.

f. Con resultados de los examenes de laboratorio en rangos normales y

declarados aptos para el estudio por el médico después del examen fisico.
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Los voluntarios estuvieron en ayunas (minimo 12 horas) e ingirieron una dosis
oral Unica de un comprimido de 10 mg de Zolpidem con 250 mL de agua potable
estando de pie. El farmaco es un producto aprobado y registrado en el Instituto de
Salud Publica (ISP).

5.2.3.2. Recoleccion de muestras

Enfermeras Universitarias recolectaron muestras de 5 mL de sangre en tubos
de ensayo de vidrio, los cuales se secaron previamente en estufa después de
agregarles 100 uL de oxalato de potasio al 30%. Ello fue realizado a través de una
branula antebraquial provista de llave de tres pasos, la que se mantuvo permeable con

solucidon de heparina sddica como anticoagulante.

Las muestras fueron obtenidas a los siguientes intervalos de tiempo en horas:
tiempo 0 (antes de administrar la droga), y 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0;
6,0; 7,0; 8,0 y 10,0 horas post dosis. El plasma se obtuvo mediante agitacion suave del
tubo y centrifugacién a 3.500 rpm por cinco minutos y posteriormente se almaceno en

congelador a —40 °C hasta el momento de su analisis.

5.2.3.3. Aspectos éticos y de seguridad

- Etica: Los procedimientos empleados en los tratamientos a los voluntarios se
realizaron respetando rigurosamente los acuerdos internacionales respecto a
investigacion de farmacos en seres humanos. Se dispuso de las autorizaciones
éticas correspondientes y todos los procedimientos fueron realizados bajo las
guias de buenas practicas clinicas [Declaracion de Helsinki 2008; FDA,
Guidance for Industry 1996].

- Seguridad: Durante ambos procedimientos del estudio los voluntarios
estuvieron en contacto con los médicos responsables del proyecto y en los dias
de tratamiento en que los voluntarios estuvieron recluidos 12 horas, fueron
atendidos por todo un equipo biomédico del Centro. En la eventualidad de que
se presentaran reacciones adversas al medicamento, dicha situacién fue

debidamente abordada por el médico responsable o Director.
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5.2.3.4. Determinacién de la concentracion plasmatica de Zolpidem

Se utilizé6 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) con deteccion de
fluorescencia, basado en el método de Nirogi et al., 2006. Este método fue validado en
el laboratorio y definido respecto a sensibilidad, especificidad, linealidad, recuperacion,
limites de deteccién, cuantificacién, exactitud, precision y reproducibilidad (intradias e
interdias). El estdndar interno utilizado fue mirtazapina a una concentracion de 18

ng/mL.

La separacién de los analitos se realiz6 en un equipo HPLC Shimadzu LC-20
AT, desgasificador DGU-20 As, auto-sampler SIL-20 A, m6dulo de comunicacion CBM-
20 A, detector de fluorescencia RF-10 A XL y horno de columna CTO-20 A. Se utiliz6
una columna C.g Shim-pack VP-ODS (250 x 4,6 mm, 5 um) a 40 °C.

La fase movil consistio en tampon fosfato 20 mM pH 3,0:acetonitrilo (70:30 v/v),
a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min y un volumen de inyeccion de 10 uL. Se detecté
el analito a una longitud de onda de 320 nm y 388 nm, para excitacion y emision,

respectivamente.

Los parametros farmacocinéticos se determinaron con el programa estadistico

pkexamine de stata 10.0.
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5.2.4. Analisis estadistico

La determinacion del nimero de muestras representativas de la poblacion
Chilena para obtener un resultado estadisticamente significativo fue determinado con el
programa estadistico nQuery Advisor 4.0. Para esto se consideré un a de un 5%, las
dos colas de la curva de Gauss, una potencia de 80%, y un rango de presencia de la
variable en la poblacion chilena entre 3 y 10%. Con ello se logré establecer un tamafio

de muestra minimo de 110 personas.

Para relacionar las variables farmacocinéticas con los genotipos estudiados, se
utiliz6 el programa estadistico STATA 10. A los datos de los pardmetros
farmacocinéticos se aplico una prueba de Shapiro Wilk, para determinar si éstos se
comportaban de manera normal o no. Si se comportaban de manera normal se les

aplicé un modelo de regresion lineal.

El modelo fue el siguiente:
Y =a+ f.gen + B.genero + Bsimc + Bedad + e
Donde y es el parametro farmacocinético, a es el promedio cuando el resto de

las incognitas se hace 0, 31 a B3 son los pesos de cada variable ajustada en el modelo

y e es el error.
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6. RESULTADOS

6.1. Andlisis Genotipico

6.1.1. Voluntarios

Se reclutaron 253 personas sanas a las que se informd en qué consistia el

estudio. Estas personas leyeron y firmaron un consentimiento informado,

posteriormente se les tomd una muestra de sangre periférica.

La poblacion de estudio incluyé hombres y mujeres de mayores de 18 afios y
menores de 73 afios. El promedio de edad fue de 31,7 + 12,8 afios, con un indice de
masa corporal de 24,5 + 3,2 Kg/m? (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacién estudiada.

Genero Mujeres Hombres Total

Numero 155 98 253
Edad / afios 33,6 13,6 28,7+10,8 31,7 £12,8
Peso / kg 61,8+9,1 74,9+ 10,1 66,8 + 11,4
Altura / m? 1,60 + 0,06 1,73 + 0,07 1,65+ 0,09
IMC / Kgm™ 24,1 +3,3 25,0+ 2,9 24,5+ 3,2

Los datos estan expresados como promedios + DE. IMC: indice de masa corporal

6.1.2. Frecuencia del polimorfismo CYP3A4*1B en un grupo de poblacién
Chilena sana

Se purifico el DNA y se procedi6é a determinar el genotipo de CYP3A4 de cada
una de las personas (Figura 7) como se indica en la metodologia y la frecuencia de la
presencia del polimorfismo *1B se determind por conteo directo de cada una de los

genotipos (Tabla 4).
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Figura 7. Patrén electroforético del polimorfismo genético estudiado:

A. Productos de la PCR, banda a los 385 pb en un gel de agarosa al 1,2%.

B. Productos de la RFLP, digestion del producto de la PCR con la enzima de restriccion Mboll en un gel de
poliacrilamida al 16%. Estandar de peso molecular de 100 pb. Después de la digestion se observaron
fragmentos de 175y 169 pb para el genotipo silvestre, de 210, 175y 169 pb para el genotipo heterocigoto
para *1B y no se obtuvo ningun voluntario que presentaron el genotipo homocigoto para *1B.

Tabla 4. Frecuencia genotipica y alélica de la poblacion chilena sana estudiada.

Frecuencia Genotipica Alélica
wtiwt  wt/*1B  *1B/*1B wt 1B
N 225 28 0 448 28
% 88,9 11,1 0 94,5 55
Total 253 (100%) 506 (100%)

A0,945/G0,055

N: ndmero de voluntarios que participan en el estudio. wt o *1: Alelo silvestre o wild type, *1B:
Alelo mutado. wt/wt: genotipo silvestre, wt/*1B: Heterocigoto *1B, *1B/*1B: Homocigoto *1B/*1B.




Posteriormente, se purificaron seis productos de PCR de diferentes voluntarios
(2 wt/wt y 4 wt/*1B) como se indica en la metodologia y se enviaron a secuenciar. Las
secuencias nucleotidicas se compararon con las presentes en la literatura
(<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, BLAST Human Sequences, BLASTN>).

Se determind que las seis secuencias nucleotidicas al ser comparadas en
BLAST coincidian con CYP3A4 de Homo sapiens, con un E-value de 1e*** a 7e™°
(NT_007933.15, NW_001839065.2, NW_923574.1 y NT_079595.2) (Tabla 5).

Tabla 5: Alineamiento de secuencias con base de datos de la NCBI.

Muestra E-Valor Eeglon d,e Identidad Gap
omologia

A 07150 38 bp at 5' side: 312/319 3/319

CYP3A4 (97%) (0%)

B 07150 38 bp at 5' side: 310/317 2/317

CYP3A4 (97%) (0%)

c 0151 38 bp at 5' side: 309/315 0/315

CYP3A4 (98%) (0%)

D 167146 38 bp at 5' side: 309/319 4/319

CYP3A4 (96%) (1%)

E 77150 37 bp at 5' side: 311/319 1/319

CYP3A4 (97%) (0%)

= 0145 37 bp at 5' side: 289/289 0/289

CYP3A4 (100%) (0%)

[<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>]

6.1.3. Equilibrio Hardy-Weinberg y porcentaje de mezcla amerindio caucasica
(%Ma-c)

Se determiné si la presencia del polimorfismo CYP3A4*1B en la poblacion
chilena sana cumplia con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Para esto se procedi6 a
calcular por conteo directo de cada alelo, wt y *1B respectivamente. Al remplazar pyq
en la ecuacion (1), donde p= wt= 0,945y g= *1B= 0,055 se obtiene un resultado igual

a 1, por lo que el polimorfismo cumple con el equilibrio Hardy-Weinberg.

Para determinar el % de mezcla amerindio-caucasica (%Mac), que permite
establecer el nivel de mestizaje de la poblacion, se determiné a todos los voluntarios el
grupo sanguineo y luego se calculd la frecuencia alélica para el sistema ABO,
mediante al equilibrio Hardy-Weinberg (ecuaciéon 2-4) y ecuacion de Bernstein

(ecuacion 5-10) (Tabla 6) [Acuiia M, et al, 2000] como se describe en la metodologia.
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A continuacion, al reemplazar en las ecuaciones 5 a 7 el niumero de personas
con grupo A, B y O, se obtiene la frecuencia alélica para A, B 'y O de la poblacion
estudiada (Tabla 6). Finalmente, se reemplazé la frecuencia alélica en la ecuacion 11,
donde F. Poblacién de estudio es igual a 0,7120 para el grupo sanguineo O.

Se encontré que en la poblacién estudiada hay aproximadamente un 18,5 % de

mezcla amerindio-caucasica (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucién de los grupos sanguineos, frecuencia alélica para el Sistema ABO y %Mezcla
amerindio-caucasica.

26

Grupo Sanguineo AB A B @] Total
Chilenos 5 88 32 128 253
Frecuencia alélica A B 10
Chilenos 0,2051 0,0758 0,7120
Espafioles* 0,2864 0,0670 0,6465
%Ma-c A B 0]
% -11,3 0,9 18,5

[*Acuiia M, et al., 2000]

6.2. Farmacocinética de Zolpidem

6.2.1. Voluntarios

De un grupo de voluntarios reclutados, se seleccionaron 32 voluntarios que

cumplian los criterios de inclusion y exclusion para el estudio farmacocinético.

Se determind que 28 presentan el genotipo silvestre para CYP3A4 (wt/wt) y 4
presentan el genotipo heterocigoto para*1B (wt/*1B). No se encontraron personas con

genotipo homocigoto para *1B (*1B/*1B) (Tabla 7 y Anexo 4).



Tabla 7. Caracteristicas demograficas de los voluntarios sometidos a una monodosis de
Zolpidem.

Genotipo wt/wt wt/*1B *1B/*1B
Mujeres 16 2 0
Hombres 12 2 0

Total 28 4 0
Edad /afios 26+7 26+1 0

Peso / Kg 69 +11 68 + 13 0

Talla/m 1,67 £ 0,09 1,7+0,1 0
IMC / Kgm™ 24 +2 232 0

Los datos estan expresados como promedios = DE.

6.2.2. Determinacién de la concentracion plasmatica de Zolpidem en el tiempo

A cada voluntario participante del estudio se le administr6 una monodosis de 10
mg de Zolpidem en ayuno de 12 horas. Se midié la concentracién plasmatica de
Zolpidem en el tiempo (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 y
10,0 horas) mediante el HPLC. En la Figura 8 se observa un cromatograma de la
deteccion de Zolpidem mediante HPLC. En la tabla 8 se muestra la concentracion
plasmatica de Zolpidem promedio vs el tiempo para cada uno de los genotipos (Anexo
5y 6, Figura 9).
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Figura 8. Cromatograma de deteccidn de Zolpidem. Se observa el tiempo de retencion del

estandar (mirtazapina) y del Zolpidem, aproximadamente 4 minutos y 5 minutos, respectivamente.
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En la tabla 8 se observan los parametros farmacocinéticos (Cmax, tmax, tu
ABCo 10, ABCo- Y Ke) Obtenidos de las curvas de la concentracion de Zolpidem en el
tiempo y discriminados segun su genotipo.

Al analizar la curva farmacocinética promedio de los voluntarios con genotipo
heterocigoto para CYP3A4*1B (wt/*1B) respecto los con genotipo wild type para
CYP3A4*1B (wt/wt) y comparar los parametros farmacocinéticos, no se observan
diferencias significativas entre ellos (Figura 9, Tabla 8).
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Concentracion plasmética de Zolpidem (ng/mL)
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Figura 9. Curva farmacocinética segun genotipo para CYP3A4.

Tabla 8. Parametros farmacocinéticos de Zolpidem de los voluntarios segln su genotipo.
wt/wt wt/*1B Total

Numero de sujetos

)
o0
N
w
N

Cmax / ng/mL 199 + 62 183 + 121 197 + 70
tmax / D 1,0 + 05 1.3 + 0,8 11 + 05
Ke/h™ 03 * 01 05 + 0,3 03 * 0,2

ty, / horas 3 + 2 2 + 2 2 + 2
ABCo, 10/ ng*h/mL 661 * 304 610 + 492 655 + 323
ABCy, ./ ng*h/mL 745 + 383 663 + 553 735 + 398

Los datos estan expresados como promedios + DE. Cmax: Concentracion maxima, tmax: tiempo en que se

produce la Cmax, Ke: constante de eliminacion, ty: tiempo de vida media y ABC: Area bajo la curva.



Dado que no se observaron diferencias significativas al comparar los voluntarios
con genotipo wild type con respecto a los con genotipo heterocigoto, se realizo la curva
farmacocinética de los voluntarios que presentaban el genotipo heterocigoto para
CYP3A4*1B (wt/*1B) para visualizar las diferencias individuales respecto de la curva
farmacocinética promedio de los voluntarios con genotipo wild type para CYP43A4*1B
(wt/wt) (Figura 10). En esta figura se puede observar que el voluntario 15 tiene una
Cmax (359 vs 199 + 62), ABCy_10 (1.272 vs 661 + 304), ABCy_.» (1.406 vs 745 + 383)
mayor, una K. (0,2 vs 0,3 + 0,1) menor y sin diferencias en la t., (3,06 vs 3,0 + 2,0) que
los voluntarios con genotipo wild type, respectivamente y el voluntario 32 tiene una Ca
(129 vs 199 + 62) y K, (0,15 vs 0,3 + 0,1) menor y un t, (4,4 vs 3,0 = 2,0) mayor que los
voluntarios con genotipo wild type, respectivamente y sin diferencias para los otros
parametros. En cambio, los voluntarios 10 y 20 presentan sus parametros
farmacocinéticos muy diferentes de lo esperado, incluso mucho menores que los wild
type con Cns (86 y 156 vs 199 + 62), ABCy_10 (181 y 299 vs 661 + 304), ABCy_.. (188
y 302 vs 745 + 383) y t, (0,7 y 0,95 vs 3,0 £ 0,2) y mayor K, (0,8 y 0,7 vs 0,3 £ 0,1),
respectivamente. Considerando que todos tienen un IMC similar, excepto el voluntario
10 que tiene un IMC menor por lo que se esperaria observar que la Cs deberia ser
aun mayor, si consideramos que no influyen factores adicionales, tales como

alteraciones en la absorcidn o polimorfismos en otros transportadores (Tablas 8 y 9).
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Figura 10. Comparacion de la curva farmacocinéticas promedio para el genotipo silvestre
versus las curvas farmacocinéticas para cada voluntario con genotipo heterocigoto.
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Luego, se compard la influencia de la enzima CYP2C9 que biotransforma
Zolpidem en un 22%. Especificamente se comparé el polimorfismo *2 (CYP2C9*2) con
la variante wt, debido a que otros estudios en el laboratorio habian genotipificado a
estos mismos voluntarios para este polimorfismo. El alelo silvestre o wild type es
conocido como CYP2C9*1, ademas existen dos alelos adicionales descritos,
CYP2C9*2 (rs1799853) y *3 (rs1057910). En ambos alelos una sustitucion de una base
nitrogenada conlleva el cambio de un aminoacido por otro en la proteina. En el caso de
CYP2C9*2 (Argl44Cys), la mutacion provoca que la variante CYP2C9*2 muestra
alrededor de un 12% de la actividad de la enzima wild type. En las poblaciones
caucasicas se ha encontrado una frecuencia alrededor de un 19% para CYP2COwt/*2 y
un 3% para CYP2C9*2/*2, similar a lo encontrado en el laboratorio (11,5% para wt/*2 y
un 0,4% para *2/*2, de 260 personas analizadas) [Yasar et al., 1999; Gray et al., 1995;
Garcia-Martin et al., 2001].

Para correlacionar los voluntarios con genotipo wild type (wt/wt) con respecto a
los con genotipo heterocigoto (wt/*2) para CYP2C9*2, se realiz6 la curva
farmacocinética de los voluntarios que presentaban el genotipo CYP3A4wt/*1B/
2Cowt/wt y CYP3A4wt/wt/ 2C9wt/*2, de modo de visualizar las diferencias individuales
respecto de la curva farmacocinética promedio de los voluntarios con genotipo wild
type para CYP43A4*1B/ 2C9*2 (Figura 11).

Entre los voluntarios con genotipo 3A4wt/*1B/ 2C9wt/wt, se detecté que el
voluntario 15 tiene una Cax (359 vs 206 + 63), ABCy_,1o (1.2732 vs 661 + 321), ABCy_.
(1.406 vs 726 £+ 386) mayor y una K, (0,2 vs 0,3 £ 0,1) menor que los voluntarios con
genotipo wild type para CYP3A4/2C9, respectivamente (Tabla 9). El voluntario 32 tiene
una Cpax (130 vs 206 + 63), K (0,15 vs 0,3 £ 0,1) menor y t, (4,4 vs 3,0 = 2,0) mayor
que los voluntarios con genotipo wild type para CYP3A4/2C9, respectivamente (Tabla

9). No se encontraron sin diferencias para los otros parametros.

En cambio, en los voluntarios 10 y 20 sus parametros farmacocinéticos son
diferentes de lo esperado. En cuanto a la Csx (86 y 156 vs 206 + 63), ABCqy_,1o (181 y
299 vs 661 + 321), ABCy_.. (188 y 302 vs 726 + 386) y t,, (0,77 y 0,95 vs 3,0 + 2,0) son
menores y para la K¢ (0,8 y 0,7 vs 0,3 + 0,1) mayor que los voluntarios con genotipo

wild type para CYP3A4/2C9, respectivamente (Tabla 9).
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Entre los voluntarios con genotipo 3A4wt/wt/ 2C9 wt/*2, los voluntario 1, 19, 22
y 26 presentan una menor Cna (197, 142, 116 y 160 vs 206 + 63), similar o menor
ABCy_ 10 (945, 533, 492 y 692 vs 661 + 321) y ABCy_... (1.433, 566, 635y 796 vs 726 +
386) a excepcién del voluntario 1, una K. (0,1; 0,3; 0,1y 0,2 vs 0,3 + 0,1) similar o
menor y t,, (8, 3, 5y 3 vs 3 + 2) similar o mayor que los voluntarios con genotipo wild
type para CYP3A4/2C9, respectivamente (Tabla 9).

CYP3A4wWt/*1B - CYP2C9wt/wt
—e—V10 V15

400
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—E' 350
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Figura 11. Comparaciéon de curvas farmacocinéticas segun genotipo CYP3A4/2C9. Curva
promedio para los voluntarios con genotipo CYP3A4wt/wt/ 2COwt/wt, y la curva para cada voluntario con
CYP3A4 wt/*1B/ 2C9wt/wt y CYP3A4wt/wt/2C9 wt/*2.
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Tabla 9. Parametros Farmacocinéticos del los voluntarios sometidos a una monodosis de 10 mg de
Zolpidem segln genotipo CYP3A4 y CYP2C9.

Fariwae;?(r;l?:lrgtiscos 10 rg*lB / Wt2\l\(;t 32 1 lN9tWt / Wt;22 16 wiwt / wiwt
Genero 1 1 2 2 1 2 2 2
Edad 24 27 27 26 28 26 24 23 27 + 8
IMC 21 24 24 24 29 25 25 23 24 + 3
Cmax / ng/mL 86 359 156 130 197 142 117 160 206 + 63
tmax / 1,0 1,0 0,5 2,5 1,0 0,97 0,93 1,97 10 £ 05
Ke/h™ 0,90 0,23 0,73 0,16 0,09 0,23 0,13 0,22 03 + 01
ty, / horas 0,77 3,06 0,95 4,44 7,97 249 534 3,26 3 + 2
ABCo10/mg*h/mL | 181 1272 299 690 945 533 492 692 661 + 321
ABCo,~/mg*h/mL | 188 1406 302 757 1433 566 635 766 726 + 386

Vol.: Voluntario. Género: 1= Mujer, 2= Hombre. Cnax: Concentracién maxima. tmax= Tiempo en que se alcanza la
Cmax. Ke: Constante de eliminacion. ty: tiempo de vida media. ABC: &rea bajo la curva. «: infinito.

6.3. Analisis estadistico

Para relacionar las variables farmacocinéticas con los genotipos estudiados se
aplicé una prueba de Shapiro Wilk a los datos de los parametros farmacocinéticos
(Anexo 5). Los datos no se comportaron de manera normal, debido a esto se
transformaron a logaritmo. A cada parametro farmacocinético transformado se aplicé
una prueba de Shapiro Wilk nuevamente; la mayoria de los parametros fueron se
normales, por lo tanto aplica una prueba paramétrica como la regresion lineal. Luego, a
los datos transformados logaritmicamente se aplicé un modelo de regresion lineal (Y =

o + 3;gen + B, genero + Bs;imc + Bedad + e).

Cada coeficiente de regresion representa la pendiente de la variable. Un valor
no significativo indica que no hay asociacion estadistica con el parametro evaluado, es
decir las pendientes entre estas variables son paralelas (si cambia una, la otra no
cambia). Los signos negativos indican una relacion negativa y los positivos en relacion

positiva, respectivamente.
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Primero se aplicé la regresion lineal para el CYP3A4 (Y = a + B.CYP3A4 + 3,
genero + Bs;imc + B,edad + €), en que los resultados se observan en la Tabla 10. Los
andlisis muestran que para el genotipo CYP3A4wt/*1B no se aprecia efecto
estadisticamente significativo sobre los parametros evaluados.

Tabla 10. Modelos de regresion lineal para los parametros farmacocinéticos y el efecto de la
presencia de la variante genética CYP3A4*1B ajustado por edad, género e indice de masa

corporal.
Coeficiente Error ) IC 95%

Parametro. Gen de Estandar vzﬁue . . )
regresion IC inferior  IC superior
Ln Cnax wt/*1B  -0,1752614 0,1512457 0,256 -0,4850743 0,1345514
Ln ABCo, 10 wt/*1B  -0,2235485 0,2383156 0,356 -0,711716  0,2646189
Ln ABCo wt/*1B  -0,2284546  0,2650415 0,396 -0,7713676 0,3144583
Ln Kg wt/*1B 0,154564 0,2913424 0,600 -0,4422239 0,7513519
LN tyax wt/*1B  0,0850298 0,2740155 0,759 -0,4762656 0,6463251

Luego, se aplicod la regresion lineal para CYP2C9 (Y = a + B;CYP2C9 + j3,
genero + B3 imc + Bsedad + e), para CYP3A4 en conjunto con CYP2C9 (Y = a +
B:CYP2C9 + B,CYP3A4 + Bsgenero + Bimc + Bsedad + e) y para CYP3A4/2C9 (xi = a
+ iICYP3A4/2C9 + B;CYP3A4 + B.genero + (Bsimc + Bsedad + e), los resultados se

observan en la Tabla 11 (Anexo 6).

Los andlisis muestran que para el genotipo CYP2C9wt/*2, CYP3A4wt/*1B y
CYP2COwt/*2, y para CYP3A4wt/*1B/ 2C9wt/*2 no se aprecia efecto estadisticamente

significativo sobre los parametros evaluados.

Tabla 11. Efecto de la presencia de la variante genética CYP3A4, CYP2C9, CYP3A4-CYP2C9 y
CYP3A4/2C9 sobre los parametros farmacocinéticos ajustado por edad, género e indice de masa
corporal.

Gen CYP3A4 CYP2C9 CYP 3A4 Y CYP2C9 CYP3A4/2C9
Parametro p-value
Ln Cuax 0,256 0,554 0,234 /0,474 0,191
Ln ABCq 10 0,356 0,211 0,420/ 0,247 0,846
Ln ABCq_, int 0,396 0,110 0,478/0,131 0,624
Ln Ke 0,600 0,065 0,720/0,077 0,366
LN tmax 0,759 0,169 0,649/0,164 0,218




7. DISCUSION

Se sabe que el metabolismo de los sustratos de las enzimas de la subfamilia
CYP3Ay el nivel de expresién de estas enzimas en higado, intestino entre otros tejidos
tienen una gran variabilidad in vivo [Guengerich F, 2005; Shimada et al., 1994]. Las
variaciones genéticas conocidas podrian explicar entre un 10-20% de estos casos, sin
embargo, faltan estudios que correlacionen los numerosos polimorfismos encontrados
en los genes que codifican para la superfamilia de enzimas del CYP con las

variaciones en los pardmetros farmacocinéticos de farmacos [Guengerich F, 1999].

Se logré Implementar la PCR-RFLP para la deteccion de las variantes genéticas
generadas por la presencia del polimorfismo CYP3A4*1B. La ventaja de la técnica
utilizada radica en que se amplifica la regiéon promotora 5 del gen humano CYP3A4
produciendo un amplicén de 385 pb de longitud que contiene un sitio de corte
polimérfico y otro constitutivo para la enzima de restriccion Mboll. Al tener un sitio de
corte constitutivo, éste funciona como control interno del corte de la enzima,

asegurando la identificacion correcta del genotipo.

Se consiguid caracterizar a la poblacion chilena para el polimorfismo de
CYP3A4 (CYP3A4*1B) que consiste en un SNP presente en la regiéon 5° del promotor
del gen (-292) que al parecer produce alteraciones en la expresion, disminuyendo la
cantidad de enzima presente [Rebbeck et al., 1994; Plant et al., 2003; Amiramini et al.,
2000; Liu et al., 2002].

Se secuencié seis productos de PCR de diferentes voluntarios. Las secuencias
nucleotidicas se compararon con las bases de datos de la NCBI y se logré corroborar

que la regiéon amplificada correspondia a la regién promotora del gen de CYP3A4.

La frecuencia genotipica del polimorfismo obtenida en 253 chilenos sanos fue
de 88,9% para el genotipo silvestre (wt/wt), 11,1% para el heterocigoto (wt/*1B) y no se
encontraron individuos homocigotos mutados (*1B/*1B), ain aumentando el nUmero de
sujetos a mas del doble de lo originalmente calculado como tamafio muestral (110), y
considerando que la poblacion se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg. La

frecuencia alélica fue de un 0,945 para el alelo silvestre (*1) y un 0,055 para el alelo
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mutado (*1B), similar a la reportada para poblaciéon caucéasica e hispana [Ball et al.,
1999 y Paris et al., 1999]. Este hecho podria atribuirse a la seleccion de voluntarios
con un porcentaje de mezcla amerindio caucasica de un 18,5%, es decir, con escasa

ascendencia amerindio.

Se logré determinar mediante HPLC los niveles plasmaticos de zolpidem. Estos
fueron similares a los que se describen en la literatura y las concentraciones
plasméticas alcanzadas estan dentro del rango terapéutico. Los parametros
farmacocinéticos analizados fueron Cna, tmax b ABC y K. La farmacocinética de
zolpidem se comporta de acuerdo a lo ya establecido, a mayor K. menor Cys, ABC y
ty,, ¥ viceversa. Se obtuvieron parametros farmacocinéticos similares a lo que describe
la literatura para la Chax, tmax, ty, ABC Yy K¢, cuando se administra 10 mg de zolpidem a

voluntarios sanos con IMC normales (20-25 Kgm™) [Saari et al., 2006].

En este trabajo se postulé que los polimorfismos CYP3A4*1B podrian explicar
la variabilidad observada en los pardmetros farmacocinéticos de Zolpidem, aunque sin
olvidar que las variaciones en los parametros farmacocinéticos también podrian
explicarse ademas por otros factores fisiologicos, patoldgicos y medio ambientales asi
como por interacciones entre medicamentos. Al respecto el analisis estadistico para
establecer la relacién entre el genotipo y los parametros farmacocinéticos de las 32
personas estudiadas (28 para wt/wt y 4 para wt/*1B) no mostré una asociacion

estadisticamente significativa.

Al no observar diferencias significativas en la comparaciéon de los voluntarios
con genotipo wild type con respecto a los con genotipo heterocigoto, se realizo la curva
farmacocinética de los voluntarios que presentaban el genotipo heterocigoto para
CYP3A4*1B (wt/*1B) con el fin de visualizar las diferencias individuales respecto de la
curva farmacocinética promedio de los voluntarios con genotipo wild type para
CYP43A4*1B (wt/wt) (Figura 10). Se puede observar que el voluntario 15 tendria una
metabolizacion més lenta (mayor Cns Y ABC; menor K¢) que los voluntarios con
genotipo wild type. En cambio, el voluntario 10 y 20 tendrian una metabolizacion mas
rapida (menor Cna Y ABC; mayor Kg), resultado muy diferente de lo esperado
considerando que tienen similar IMC y si suponemos que no existen problemas de

absorcion o polimorfismos en otros transportadores.
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Luego, se comparé la influencia de otra enzima que participa en la
biotransformacién de Zolpidem, como es CYP2C9, responsable del 22% de la
metabolizacion de este farmaco. Se analizé especificamente el polimorfismo *2, debido
a que los voluntarios estaban genotipificados para este polimorfismo. Al correlacionar
los voluntarios con genotipo wild type (wt/wt) con aquellos que presentan el genotipo
heterocigoto (wt/*2), con respecto a sus parametros farmacocinéticos, no se
encontraron diferencias que permitan predecir estadisticamente los niveles plasmaticos
de Zolpidem. Sin embargo, aunque no se encontraron diferencias significativas, si
existe una tendencia que sélo podria ser corroborada disponiendo de un mayor nimero
de individuos heterocigotos tratados con el farmaco y con mutados, de modo de
establecer la presencia de metabolizadores rapidos o lentos de Zolpidem, o en su
defecto realizando un estudio dirigido que analice los parametros farmacocinéticos de
Zolpidem exclusivamente en individuos portadores del alelo mutado. En este aspecto,
es necesario destacar que en muchos genes que presentan este tipo de variantes de
manera heterocigota el alelo activo tiende a suplir la funcion del alelo deficiente lo que
puede explicar la falta de diferencias significativas. Ello se podria dilucidar si en
estudios posteriores se pudiera disponer de individuos doble mutados (homocigotos)

en los que el efecto deberia ser mas claro.

No hemos encontrado estudios en la literatura que describan la farmacocinética
de Zolpidem la en poblacién chilena. Tampoco se encontraron en la literatura estudios
de otra poblacion que demuestren la correlacién entre el polimorfismo CYP3A4*1B con
sus parametros farmacocinéticos. Por lo tanto, este es el primer trabajo realizado en
una poblacién chilena que caracteriza CYP3A4*1B y correlaciona las frecuencias de
esta variante genética con los niveles plasmaticos del farmaco Zolpidem. Tal y como
fue sefialado con anterioridad, consideramos que la ausencia de correlacién entre los
genotipos estudiados y los parametros farmacocinéticos medidos podria deberse en
parte, al tamafio reducido de la muestra de individuos que presentaban al menos un
alelo presente o a la ausencia de individuos homocigotos mutados. Sin embargo,
resulta muy importante destacar que el objetivo fundamental que persigue un estudio
farmacogenético es la caracterizacion de la respuesta individual, por lo que los
hallazgos de individuos con niveles plasmaticos mayores del farmaco y que presentan

el alelo CYP3A4 mutado resultan relevantes para su farmacoterapia personalizada.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

Se logré Implementar mediante PCR-RFLP la deteccion de las variantes genéticas

generadas por la presencia del polimorfismo CYP3A4*1B.

Se caracteriz6 genotipicamente a un grupo de 253 voluntarios sanos para el
polimorfismo CYP3A4*1B. La frecuencia genotipica obtenida fue de 0,889 para el
genotipo silvestre (wt/wt), 0,111 para los heterocigotos (wt/*1B) y no se
encontraron individuos homocigotos mutados (*1B/*1B). Este resultado es similar a
lo reportado para poblacidon caucasica e hispana y el hecho de no encontrar
individuos homocigotos mutados podria atribuirse a la seleccion de voluntarios con
un porcentaje de mezcla aborigen caucasica de un 18,5%, es decir, con escasa

ascendencia amerindia.

Se logré determinar mediante HPLC los niveles plasmaticos de zolpidem. Estos
fueron similares a los que se describen en la literatura y las concentraciones

plasmaticas alcanzadas estan dentro del rango terapéutico.

Los parametros farmacocinéticos analizados fueron Cpax, tmax, t, ABC y Ke. La
farmacocinética de zolpidem se comporta de acuerdo a lo ya establecido, a mayor
Ke menor Cns, ABC vy ty,, y viceversa. Estos parametros farmacocinéticos fueron
similares a lo que describe en la literatura cientifica para una dosis de 10 mg de

zolpidem a voluntarios sanos.

No se encontrd correlacién estadisticamente significativa entre los genotipos
estudiados CYP3A4*1B y parametros farmacocinéticos (Cpax, ty,, ABC y K¢) en 32
personas estudiadas (28 para wt/wt y 4 para wt/*1B).

A pesar de los resultados de significancia del andlisis estadistico, se puede
apreciar una clara tendencia que solo podria ser corroborada si se dispusiera de
un mayor numero de individuos tratados con el farmaco (metabolizadores rapidos
o lentos de zolpidem) o realizando un estudio dirigido que analice los pardmetros
farmacocinéticos de zolpidem en individuos previamente caracterizados como

portadores del alelo mutado.
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8)

La ausencia de individuos homocigotos mutados para el polimorfismo podria
explicar la falta de diferencias estadisticamente significativas dado que en muchos
genes que presentan este tipo de variantes de manera heterocigoto, el alelo activo
tiende a suplir la funcién del alelo deficiente.

Si bien la descripcion comparativa de los grupos aun no permite establecer de
manera enfatica una relacibn entre el polimorfismo y los parametros
farmacocinéticos, el conocimiento del genotipo y las curvas farmacocinéticas
individuales puede ser utilizado para establecer una farmacoterapia personalizada

en cada individuo, dada la gran variabilidad observada (Anexo 7).
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10. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado para analisis genético.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Colaboraciéon en un estudio para evaluar factores genéticos y metaboélicos que incidenen la
efectividad de los medicamentos

Estimado sefior(a).

Nos dirigimos a usted con el propésito de solicitar su colaboracion en el proyecto de investigacion
“PARAMETROS FARMACOCINETICOS Y VARIANTES GENETICAS EN SU METABOLISMO™.

Este estudio tiene por objetivo obtener valiosa informacion que en un futuro permitira disefiar tratamientos
farmacologicos personalizados, que disminuyan los efectos adversos, mejoren la eficacia y permitan evitar
costos innecesarios a los usuarios.

Su colaboracion en estos proyectos consiste en la donacion voluntaria de una muestra sanguinea, de
aproximadamente 10 mL, la cual seré extraida con un sistema estérl y por personal calificado, de tal
manera de evitar cualquier riesgo. La Gnica molestia eventual la constituye la aparicion de un pequefio
hematoma en la zona de toma de muesira, en algunos casos.

Estos estudios seran realizados en el Instituto de Investigaciones Farmacologicas y Toxicologicas de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y su investigador responsable es el Dr. Luis Quifiones
Seplilveda (Teléfono: 6817756, fax: 7323878, e-mail: Iquinone@med.uchile_cl).

Para oficializar su colaboracion voluntaria en este tipo de estudio, usted debera llenar una ficha clinica que
incluye datos de identificacion personal e historia medica. Tanto la informacion de la ficha, como los
resultados obtenidos en este estudio son absolutamente confidenciales y pueden ser dados a conacer por
el Instituto solamente a usted, una vez se encuentren disponibles.

Si usted considera inadecuada o peligrosa su participacion en el estudio tiene el derecho de rechazarlo,
situacion que sera comprendida por el equipo investigador.

Declara conocer los términos de la solicitud de una muestra sanguinea para los estudios previamente
descritos y autorizo voluntariamente el uso de ésta, entendiendo el beneficio potencial que tendra para la
poblacion general.

Investigador Responsable:

Dr. Luis Quifiones Sepulveda, BQ , PhD

Teléfono: 6817756

e-mail: lquinone@med uchile cl

RUT y Firma del donante

Gracias por su colaboracién
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I.- IDENTIFICACION:

FICHA CLINICA CONTROLES

GRUPO SANGUINEO: I:l

FECHA MUESTRA: |:| RUT.

N° FICHA:

| Fecha de Nacin:imlml:l

APELLIDO PATERNO APEILIDO MATERNO NOMBRES
| DIRECCION ‘ TELEFONOS E-mail |
II.- ANTECEDENTES FAMILIARES:

Padre, enfermedad: Si I:l No[l No sabe I:l Tipo

Abuelos paternos, enfermedad: Si I:l N:}I:l No sabe I:l Tipo

Madre, enfermedad: Si |:| N:}l:l No sabe |:| Tipo

Abuelos Maternos, enfermedad: Si |:| No[l No sabe |:| Tipo

Hermano, enfermedad Si I:l No[l No sabe I:l Tipo

Hijo, enfermedad 51 I:l NOD No sabe I:l Tipo

IIL.- EXPOSICION A AGENTES TOXICOS:

Fumador Si DNO |:| Cigarrillos/dia |:| Tiempo I:l

Ex-Fumador Cigarrillos/dia I:l Tiempo |:|
Copas/f. de semana |:| Tiempo :l

Tiempo |:|

Alcohol  Si D No D

Ex-Bebedor Copas/dia |:| Copas/f. de semana :l

Copas/dia |:|

IV.- ESTRATO SOCIO-ECONOMICO

Numero de personas que componen grupo familiar:

Nivel aproximado de renta del grupo familiar (marque con una cruz en el casillero):

menos de $135.000
$135.000 — $500.000
$501.000—%1.000.000
$1.001.000 —$2.000.000
Mas de $2.000.000

V. OBSERVACIONES:
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Anexo 2: Protocolo de aprobacion de proyectos clinicos.

GOBIERNO DE CHILE
Servicio de Salud Metropolitano Oriente
Comité de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLINICOS

Con fecha 02 de Septiembre de 2008 ¢l CEC del S.S.M. Oriente analizd y aprobé el Proyecto IINOVA-
CORFO 2007, patrocinado por Laboratorios SAVAL S.A. , titulado:

“ESTUDIO FARMACOCINETICO Y CLINICO DE UNA FORMULACION DE ZOLPIDEM DE
LIBERACION CONTROLADA”

y que conduciré el Dr. Rémulo Melo Monsalve y Colaboradores , con la participacion de las siguientes
instituciones:

Dpto. de Ciencias Neuroldgicas , Facultad de Medicina, Universidad de Chile Instituto de Neurocirugia,
Servicio de Salud Metropolitano Oriente;

Laboratorio de Investigaciones Farmacoldgicas y Toxicolégicas, Programa de Farmacologia Molecular
y Clinica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Se analiz6 y aproboé los siguientes documentos del Proyecto:

1.

2

3

4.

Proyecto de Investigacion Proyecto INOVA- CORFO 2007, fechado en Junio de 2008;
Resumen Ejecutivo del Proyecto;

Conscntimiento Informado para Investigacién Clinica , fechado , firmado y timbrado por el CEC del
S.S.M. Oriente el 02 ~Septiembre-2008;

CV del Investigador Principal DR. Rémulo Melo Monsalve y Colaboradores.;

Tomé conocimiento de:

3

6.

7.

8.

Carta de Mauricio Lara F Jefe Unidad de Estudios Clinicos , Dpto. Médico Laboratorios SAVAL S A;
Carta de Osvaldo Macias M. Intendente de Seguros - Por Orden del Superintendente;
Carta del Dr. Patricio Loayza Coordinador Clinico Instituto de Neurocirugia;

DRUGDEX® Evaluations.

Envio la némina de los miembros del CEC del S.S.M. Oriente que participaron en ¢l analisis y aprobacion del
Proyecto antes sefialado:



Dr. Gustavo Diaz Pérez Neurocirujano Inst. Nac. de Neurocirugia
Dra. Maria Esther Meroni Geriatra Inst. Nac. de Geriatria
Dr. Jorge Plasser Troncoso Cirujano -Oncdlogo Hospital del Salvador
Dr. Manuel Sedano Lorca Gineco-Obstetra Hospital Dr. Luis Tisné
Dr. Luis Soto Romén Uti6logo Inst. Nacional del Térax
Dr. Andrés Stuardo Luengo Neurélogo- Presidente Hospital del Salvador
Dr. RicardoVacarezza Yavar | Hematélogo- Secretario Hospital del Salvador
Dra. Liliana Vicherat Mauro | Inmunéloga Inst. Nac. del Torax
Sra. Elena Nuiiez Migone Enfermera- Coordinadora S.S.M.O.

Sra. Angélica Sotomayor Abogado No institucional

Sr. Hugo Gutiérrez Guerra Representante de la Comunidad | No institucional -

#: No particip6 en la discusion

Santiago, 02 de Septiembre de 2008
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Anexo 3: Consentimiento informado para andlisis farmacocinéticos.

i

& .71 Instituto de Neurocirugia Facultad de Medicina
‘J Dr. A. Asenjo Universidad de Chile

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA

“ESTUDIO FARMACOCINETICO Y CLINICO DE UNA
FORMULACION DE ZOLPIDEM DE LIBERACION CONTROLADA"

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dr. Rémulo Melo, Neurocirujano

1. 5e me ha invitado a participar en un proyecto de investigacion para determinar si dos
productos farmacéuticos de liberacién controlada pueden ser intercambiables (bioequivalencia),
es decir, que se pueda ocupar uno u otro y de este modo tener mayores alternativas para elegir
en el tratamiento del insomnio.

Este estudio permitira saber si una nueva formulacién de liberacién controlada de zolpidem,
medicamento para inducir el suefio, aln mantiene sus efectos en la mafiana, luego de ser
usado por un tiempo corto. Asimismo, permitira conacer la forma en que el medicamento es
eliminado del cuerpo, mediante su deteccion en la sangre y evaluar cémo se comporta cuando
se toma junto con alimentos.

2. Al participar en este estudio, puedo ser asignado al azar a cualquiera de los siguientes grupos:

* Grupo I: En este grupo se evaluara si el medicamento es intercambiable y cémo se comporta
con alimentos, luego de una dosis.

* Grupo II: En este grupo se estudiara como el medicamento es eliminado del cuerpo luego de
usarlo durante una semana. Ademas se evaluaran sus efectos en la mafiana.

3. Al participar en este estudio, yo estoy de acuerdo en:

Antes del estudio: (Grupos I y II)
* Me tomaran muestras de sangre y orina en ayunas para anélisis de Laboratorio Clinico.

+ Los analisis que se realizaran antes del estudio, incluyen deteccién de hepatitis B y C, SIDA v
drogas de abuso. En el caso de las mujeres, se realizard ademds un test de embarazo.

* Me realizaran un examen médico completo.
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Durante el estudio:
Grupo I:

El estudio constaré de cuatro periodos de catorce horas con un intervalo entre uno y otro de 4 dias
en donde se realizaran los siguientes procedimientos:

El dia que me indiquen, me presentaré a las 7:30 AM en ayunas de 12 horas.

Una enfermera universitaria me instalara una branula en el antebrazo (dispositivo de
recoleccion de sangre).

Se me administrara al azar un comprimido de Zolpidem de 10 6 12,5 mg. con 250 mL de agua,
con o sin alimento.

El producto a administrar estara rotulado como A-1, A-2, B o C, los cuales se alternarén en
cada uno de los 4 periodos en que participaré.

En cada sesion la Enfermera Universitaria me extraera 15 muestras de 5 mL de sangre cada
media hora por un periodo de 5 horas, luego 3 muestras durante las siguientes 3 horas y 1
muestra a las 10 horas después de la administracion del medicamento.

Se me proporcionaré una dieta disefiada por una Nutricionista, acorde al estudio que consiste
en desayuno, almuerzo, once-comida, y una dieta especial (alta en grasas) en la sesidn que
requiera administracion del medicamento con alimento que consiste en, huevos revueltos en
mantequilla y tocino, 200 mL de leche entera, 2 tostadas con mantequilla y 100 gramos de
papas fritas.

Todos estos procedimientos seran supervisados por un médico, el cual ademas, evaluard mi
estado de salud en forma permanente, haciéndose responsable en caso de una reaccién no
deseada.

Grupo II:

El estudio constara de tres visitas, la primera y segunda de 2 horas de duracion y la tercera de 14
horas. Estas visitas seran a lo largo de una semana donde se me realizardn los siguientes
procedimientos:

La primera visita me presentaré a las 8:30 am en dependencias del Instituto de Neurocirugia.

Se me realizarén pruebas neuroldgicas para ver mis reflejos, mi equilibrio, mi concentracion y
deberé contestar cuestionarios semejantes a los usados en los test de inteligencia.

Se me entregara un frasco con 7 comprimidos de Zolpidem 12,5 mg de liberacion controlada
con la indicacién de ingerir un comprimido al dia justo antes de dormir durante 6 dias.

La segunda visita serd el quinto dia de esa semana y me presentaré a las 8:30 am, en
dependencias del Instituto de Neurocirugia.

Se me realizaran las mismas pruebas neuroldgicas para ver mis reflejos mi equilibrio y mi
concentracion que me realizaron el primer dfa.

La tercera visita me presentaré a las 20:00 pm en dependencias del Instituto de Neurocirugia,
donde pasaré la noche en el servicio de pensionado.

Una enfermera universitaria me instalara una branula en el antebrazo (dispositivo de
recoleccién de sangre).

Se me administraré un comprimido de Zolpidem de 12,5 mg con 250 mL de agua.

Durante la sesion la Enfermera Universitaria me extraera 15 muestras de 5 mL de sangre cada
media hora por un periodo de 5 horas, luego 3 muestras durante las siguientes 3 horas y 1
muestra a las 10 horas después de la administracién del comprimido.
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« Todos estos procedimientos seran supervisados por un médico, el cual ademas, evaluara mi
estado de salud en forma permanente, haciéndose responsable en caso de una reaccion no
deseada.

4. Yo entiendo que los posibles riesgos por los medicamentos que se utilizaran en el estudio son:
Mareos y vértigos 5,2%, somnolencia 5,2%; dolor de cabeza 3%; nauseas y vomitos 2,5%;
fatiga 2,4%; alteraciones en la memoria 1,8%; pesadillas 1,6%; confusion 1,6%; sensacion de
resaca 1,4%; depresién 1,2%; dolores gastrointestinales 1,1% y sequedad de boca 1,1%.

Es posible que producto de la toma de las muestras de sangre aparezca en la zona del
antebrazo un pequefio hematoma (moretdn) el cual no representard mayor riesgo.

5. Los posibles beneficios que tendré en este estudio son:

Recibiré, al finalizar mi participacion en el estudio, $50.000 (cincuenta mil pesos) como
compensacion; ademds de las comidas y colaciones en los dias de tratamiento, y una
evaluacion completa de mi estado de salud. Si lo requiero, puedo solicitar copia de los informes
de los examenes de laboratorio realizados.

6. Cualquier consulta que yo quiera hacer con relacion a mi participacién en este estudio sera
contestada por: Dr. Ivan Saavedra o Dr. Luis Quifiones, en los teléfonos 6817756 6 2264039.

7. Yo podré retirarme de este estudio en cualquier momento sin ser obligado(a) a dar razones y
sin que esto me perjudique en mi calidad de paciente o usuario(a).

8. Los resultados de este estudio pueden ser publicados, pero mi nombre o identidad no sera
revelado y mis datos clinicos y experimentales permaneceran en forma confidencial.

9. En el caso de presentarse algiin evento adverso como resultado del estudio, la atencién y el
tratamiento médico seran proporcionados sin ninglin costo para mi, preferentemente en esta
institucién y, en cualquier caso, bajo la responsabilidad médica y legal del investigador o
médico responsable que firma este consentimiento.

10. Mi consentimiento esta dado voluntariamente sin que haya sido forzado u obligado.

Firma del voluntario sano: .......ccceeeunees S SR T s i ber e ans e TE AR . —

Firma del investigador: .......ccovvviiiieniiininnnnns T AR n— sea s SR R R

Firma del director del establecimiento: ..... R e R R R R o O




Anexo 4. Caracteristicas generales. Genotipo y Parametros Farmacocinéticos del los

voluntarios sometidos a una monodosis de 10 mg de Zolpidem.

T -V e sy
1 785 165 288 28 1 A Wit 19742 102 008/0 797 945 14325
2 79 1,75 258 41 2 A witnvt 12034 100 03517 197 341 4101
3 558 157 226 21 1 AB Wit 26425 050 03069 226 04,2 7340
4 86 1,75 282 27 2 AB Wit 15103 100 04536 153 3312 3428
5 80 1,75 261 2 1 (0] witnvt 21192 103 02001 239 7279 7787
6 572 164 213 2 2 (@] witnvt 13572 105 03892 1,78 4605 4742
7 62 162 236 47 1 (0] Wit 18191 053 03545 1% 7215 7634
8 73 180 25 23 2 (0] Wit 20153 152 05013 138 606,8 6160
9 618 161 238 25 1 A Wit 33317 200 04524 153 9921 10252
10 57 166 20,7 24 1 (0] wi1B 8597 102 08%47 077 1813 1879
11 635 163 238 20 1 (0] Wit 22184 100 02625 264 9920 11027
12 55 144 234 40 1 B witnvt 3741 203 02439 284 16329 17916
13 55 159 218 29 1 A Wit 20378 050 04381 158 4361 4441
14 698 162 266 36 1 B Wit 19581 050 04537 153 5579 5735
15 585 158 236 27 1 (0] wtFlB 35882 102 02262 306 12718 14063
16 o4 1,70 21 21 2 B Wit 15754 067 04345 160 3359 3598
17 816 183 244 26 2 (0] Wit 17117 097 03992 174 4792 217
18 59 153 252 33 1 (0] Wit 22088 050 04121 168 6945 7168
19 7/5 176 25 26 2 (0] wiint 14232 097 02789 249 5334 5659
20 725 174 239 27 2 (@] wt#lB 15615 052 07321 095 2990 3021
21 R 1,76 297 21 2 A witnvt 18168 045 00839 780 5490 7382
2 925 176 299 24 2 A Wit 11616 093 0129 534 4921 6353
23 608 153 26 2 1 (0] wiint 17699 148 02523 275 6019 6584
24 7718 182 235 24 2 A witnvt 15526 048 03838 181 3838 3931
25 665 163 25 25 1 (@] witnvt 28524 052 00700 990 9714 15024
26 68 1,73 27 23 2 (0] Wit 15964 197 02191 316 692,1 79,0
27 655 153 28 22 1 (@] witnvt 19235 100 02648 272 4889 506,2
28 48 155 20 22 1 A witnvt 24052 203 0228 311 10628 11971
29 68 1,74 25 23 2 A wiint 1249 102 037% 183 2805 290,7
30 61 1,71 209 27 1 A witnvt 27838 103 03984 174 10733 11245
31 64 1,65 235 23 1 (@] witnvt 17866 103 0343 202 4337 4518
32 845 189 237 26 2 A wtFlB 12979 250 01560 444 6898 7571

Vol.: Voluntario. Género: 1= Mujer, 2= Hombre. Cnax: Concentracion maxima. tmax: Tiempo en que se
alcanza la Cnax. Ke: Constante de eliminacion. ty: tiempo de vida media. ABC: area bajo la curva. «: infinito.
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Anexo 5. Farmacocinética de Zolpidem de cada voluntario.
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Tiempo

(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 u
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
05 14042 6504 26425 6950 15268 5533 18191 8674 904 5608 151,02
1 19742 12034 18468 15103 211,92 13572 16949 9559 12572 8597 22184
15 16851 10271 15032 11333 17453 9925 16358 20153 30295 6444 202,16
2 18684 8595 15447 6963 14211 8891 15880 15529 33317 4811 19304
25 14868 69,79 14794 5051 12858 8652 12522 13583 28084 4036 15307
3 121,80 5496 11118 3491 81,76 8388 9933 9363 21585 27,88 13515
35 1129 3267 7048 3584 7578 7687 9042 7652 12572 2132 127,34
4 10373 4372 5629 2978 6993 5860 7661 6722 101,96 1422 100,49
45 0266 2912 4390 2154 7037 5371 5649 6110 8300 893 98,64
5 8810 3210 3961 2285 5272 4392 5482 4496 6907 0,00 80,97
6 7385 2752 3067 1544 4457 2457 3627 4537 3877 000 85,67
7 5780 1630 2515 864 3358 1835 4109 2147 5358 0,00 62,43
8 4702 1201 1454 000 2943 11,39 2478 1437 3702 000 46,00
10 4363 554 9,64 000 1432 528 13,03 448 1488 000 29,32

E%Tagc)’ 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
05 34043 20378 19581 2311 15754 109,13 22088 9270 15615 18168 88,62
1 301,00 1268 131,66 35882 13901 171,17 19524 14232 11948 17140 116,16
15 34536 8699 10589 33321 10502 11663 18599 13382 8693 12282 10300
2 37410 7644 8995 31238 8616 7950 12535 117,82 4782 7936 8328
25 29949 6705 9092 31316 6429 5153 11550 8801 4475 7949 6747
3 26414 5534 8442 24512 5180 5187 9508 7546 3108 5842 6465
35 21120 4651 7013 16124 2737 4045 7521 6895 2593 5047 5585
4 16739 4177 5712 11249 1932 3854 6343 6647 2409 4125 5404
45 13961 3597 5263 107,85 1817 2931 4371 4846 1831 4968 50,69
5 13314 3166 4468 7396 1437 3321 4039 4575 1312 4289 4487
6 1431 2030 2968 7612 000 22,46 3610 3098 972 3039 3564
7 8560 1239 3219 4985 0,00 1341 3017 2010 492 2183 2751
8 5347 803 1222 6015 0,00 7,66 2077 1610 000 1966 2290
10 4072 000 78 2868 000 4,03 9,04 894 000 1688 1884

E‘\%Taps‘; 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
05 66,38 15526 28524 7837 18201 23338 6518 8839 15099 7385
1 16215 11348 20591 12334 19235 18360 12490 27838 17866 11823
15 17699 10333 191,98 15814 11946 18675 11507 24953 12758 12922
2 13025 6909 187,68 15064 10927 24052 7863 20385 10540 127,18
25 8413 4773 16661 13702 7529 18034 5569 19140 6408 12979
3 9006 3507 12217 10563 6265 13625 2832 18841 4231 9925
35 7750 4427 10913 8287 4592 11559 2366 12499 1926 8751
4 6643 3916 10249 7492 3598 9350 2301 11751 1946 7390
45 5642 3138 7516 5804 2505 117,12 1500 11610 17,63 7405
5 5001 3093 7516 6496 2892 10555 1444 9810 2525 6569
6 2849 1789 5987 5040 1703 8913 828 7995 2343 57,29
7 2845 1079 4462 4140 942 57,0 558 6767 1882 4264
8 2354 713 4344 3534 669 44,44 0,00 3849 1019 3636
10 1408 361 3691 2254 449 30,16 0,00 2119 659 26,69




Anexo 6. Modelos de regresion lineal para el efecto de la presencia de la variante
genética CYP2C9, CYP3A4-CYP2C9 y CYP3A4/2C9 sobre los pardmetros

farmacocinéticos ajustado por edad, género e indice de masa corporal.

Coeficiente

. IC 95%
Parametro. Gen de E Iir,rodr pl °

regresion standar value IC inferior IC superior
LN Cuax -0,0972284 0,1623361 0,554 -0,4297587 0,2353019
Ln ABCo, 10 0,3179593 0,2482157 0,211  -0,1904875 0,8264061

Ln ABCo,~  2COwt/*2 0,4469037 0,2704718 0,110 -0,1071328 1,00094
Ln Ke -0,5570705 0,2904689 0,065 -10,152069 0,0379281
LN toax 0,3948908 0,2798516 0,169 -0,1783592 0,9681408
Ln G, -0,1866326  0,1533457 0,234 -0,5012719 0,1280067
méx -0,1173617  0,1618065 0,474 -0,4493613 0,2146378
Ln ABC -0,1947773 02378796 0,420  -0,682866  0,2933114
0510 0,2969473 0,2510047 0,247 -0,2180717 0,8119664
Ln ABC 3Adwt/*1B  -0,1871098  (,2599251 0,478  -0,720432  0,3462124
n 0> 2CowWt/*2  0,4267189 0,2742665 0,131 -0,1360294 0,9894671
Ln K 0,1016519 0,2811285 0,720 -0,4751762 0,6784801

e -0,5461046  0,2966398 0,077  -1,154759 0,06255
Lnt. 0,124593 0,2704467 0,649 -0,4303179 0,6795039
max 0,4083315 0,2853687 0,164 -0,1771967 0,9938596
LN Crax -0,1540668 0,114967 0,191 -0,3895662 0,0814325
Ln ABCo_ 10 0,0363934 0,1852635 0,846  -0,3431017 0,4158885
Ln ABCo,.  3A4/2C9  0,1014647 0,2047967 0,624 -0,3180423 0,5209717
Ln K, -0,2028728 0,2209801 0,366 -0,65553 0,2497844
LN tmax 0,2579848 0,2045202 0,218 -0,1609558 0,6769253




Anexo 7. Curva de concentracién plasmatica de Zolpidem en el tiempo de todos los

voluntarios.

Concentracién de Zolpidem (ng/mL)
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