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GLOSARIO

CYP1A2, citocromo P450 family 1 subfamilia A miembro 2; CYP2EI, citocromo P450
familia 2 subfamilia E miembro 1; IQR, rango intercuartil; TPTss%, transferencia
transplacentaria en estado basal; Css, concentracion en estado basal; FAO; OCDE
Organizacion para la cooperacion y el desarrollo economico; Cmax Concentracion
maxima; NAT N Acetil transferesa; 17X paraxantina, 1,7 dimetilxantina; 137X Cafeina
137 trimetilxantina: 37X Teobromina 3, 7 dimetilxantina; 13X Teofilina 1. 3
dimetilxantina; XO xantinoxidasa; 1U 1 metilurato; 1X 1metilxantina; 17U1,7
dimetilurato; AFMU 5acetilamino6formimilamino3metiluracil; SNP polimorfismo de
nucleétido tinico; PAH Hidrocarburos poliaromaticos; ADORA1 receptor de adenosina
1; ADORAZ2A receptor de adenosina 2A; cAMP adenilmonofosfato ciclico; cGMP
guanilmonofosfato ciclico; GABA 4cido gamma aminobutirico; tcPO» presion parcial
de oxigeno transcutaneo; tcPCO> presion parcial de didxido de carbono transcutaneo;
T/T genotipo nativo; T/C genotipo heterocigoto; C/C genotipo mutado; DRD Y5
complejos heteroméricos con receptor de dopamina; HPLC cromatografia de liquido de
alta presion; FTA tarjeta para traslado de acidos nucleicos; CITES centro de innovacion
y transferencia en salud; CTAE clasificacion de eventos adversos; WHO organizacion
mundial de salud; CFR formato de recoleccion de datos; F/M relacion fetomaterna;
AFR africana; AMR americana; EUR europea; EAS asiaticos del este; SAS asiaticos del

sur; NEM noreste de México; FBS suero fetal bovino.
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RESUMEN

Antecedentes:

La cafeina es una sustancia ubicua, de la que los factores ambientales y medicamentos
durante el embarazo pueden modular su metabolismo. En este trabajo se estudido una
cohorte de mujeres con embarazos pretérmino, para determinar los patrones de consumo
de cafeina, y explorar los efectos del ambiente y medicamentos que tienen capacidad de
modificar el metabolismo de la cafeina. Se exploraron también las correlaciones de
diferentes isoformas de dos de los sistemas microsomales involucrados en el metabolismo

de la cafeina.

M¢étodos

Bajo consentimiento informado, se realizd una encuesta a una cohorte de mujeres con
embarazo pretérmino menor de 34 semanas. Al nacimiento se obtuvieron muestras de
sangre de las madres (vena periférica) y del cordon umbilical para determinar la
concentracion de cafeina, paraxantina, teobromina y teofilina, y se buscaron tres
polimorfismos en dos genes, CYPIA2 (rs762551) y CYP2EI (rs2031920 y rs3813867)
relacionados con el metabolismo de la cafeina. Se buscaron asociaciones con el consumo
de carne asada al carbon, tabaquismo, exposicion al humo de carbdn, ingesta de alcohol y

medicamentos que afectan las actividades de los citocromos analizados.

Resultados
De 90 mujeres embarazadas se obtuvieron 98 neonatos pretérmino, cuyas muestras

fueron analizadas. El reporte de autoconsumo fue de 89 % y fue confirmado en un 97 %



de los pacientes. La teobromina fue el metabolito predominante en la sangre de las
madres y en la sangre del cordon. La frecuencia de los polimorfismos de CYPIA2 y
CYP2E] fue de 0.737 y 0.835, similar a la reportada para poblaciones americanas y
japonesas, pero diferente de la de poblaciones caucésicas, sud asiaticas y africanas. El
consumo de carne asada al carbon y la ingesta de acetaminofén correlacionaron
significativamente con cambios en el metabolismo de la cafeina (carne asada al carbon:
=0.207, P = 0.03; acetaminofén: 7> = 0.637, P = 0.01) y fue debida a la activacion de vias
alternas de metabolismo de la cafeina por el CYP2EI. La fuente principal de cafeina

fueron los refrescos de cola. No se observaron otras asociaciones.

Conclusiones

El consumo de carne asada y acetaminofén modificaron la actividad metabdlica de
CYP2EI. La tasa de consumo de cafeina de nuestra cohorte fue 97 %. El indice de
concordancia kappa entre el consumo auto-reportado y el demostrado analiticamente fue -
0.053 (IC 95% de -0.087 a 0.416), el desacuerdo se debio a diferencias en el auto-reporte

de consumo con el resultado de la determinacion en plasma.



CAPITULO 1

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cafeina es el estimulante més ampliamente consumido a nivel mundial, es un
ingrediente comun en bebidas, alimentos y medicamentos (Reyes & Cornelis, 2018).
Ademas, la cafeina es uno de los diez medicamentos mas frecuentemente prescritos en las
unidades de cuidados intensivos neonatales (Wikoff et al., 2017). Es ampliamente
utilizada como tratamiento de primera linea de la apnea de la prematurez (Castellanos &
Rapoport, 2002; Eichenwald, 2016; Falcao et al., 1997). A pesar de la extensa
informacion en la literatura sobre su farmacocinética a nivel mundial, no existe
informacion sobre el patron de ingesta de diferentes fuentes de cafeina en madres con
parto prematuro, ni acerca de su posible relacion con los habitos socio-culturales
(consumo de alimentos y bebidas con cafeina, consumo de medicamentos, exposicion a
humos de carbon) que pudieran modificar el metabolismo, la tasa de transferencia
transplacentaria y el desenlace de los neonatos. La ausencia de datos en esta poblacion
pudiera implicar un riesgo para los neonatos (Ginsberg, Hattis, Miller, & Sonawane,
2004).

Adicional a lo anterior, la encuesta nacional en salud reporta que en México, en el estado
de Nuevo Leon se presenta el mayor consumo de refrescos (de cola) (ENSANUT, 2016).

Previamente se realizé un estudio piloto en donde se evalud la farmacocinética de
la cafeina en prematuros con diagndstico de apnea (Lara y cols., datos no publicados), y
se encontr6 que existen diferencias en la poblacion estudiada (poblacion mestiza

mexicana) en comparacion con otros estudios previamente publicados (Isaza, Henao,



Martinez, Sepulveda Arias, & Beltran, 2007; Sinues et al., 2007; Sosa-Macias &
LLerena, 2013; Vargas-Alarcon et al., 2002).

Estos hallazgos nos motivaron a plantear las siguientes preguntas ;La exposicion
a inductores o represores de la actividad enzimatica modifican el metabolismo de la
cafeina en la madre? (Estos cambios contribuyen a cambios en la transferencia
transplacentaria de cafeina? (El uso concomitante de otros firmacos que utilizan la

misma via metabolica altera el metabolismo de la cafeina?

JUSTIFICACION

e No existen estudios a nivel mundial en mujeres embarazadas con embarazo
pretérmino que analicen los patrones y origenes en la ingesta de cafeina.

e Se desconoce el impacto del consumo de medicamentos, de los factores
ambientales y del estilo de vida de la madre en el metabolismo de la cafeina.

e Se desconoce la tasa de transferencia transplacentaria de la cafeina en neonatos
pretérmino mexicanos.

e Se desconocen los polimorfismos genéticos de los genes que codifican para las
proteinas asociadas con el metabolismo de la cafeina en la poblacion mexicana en

las madres con parto prematuro.

DISENO DEL ESTUDIO
OBJETIVO GENERAL
* Estudiar la modulacién de la actividad metabolica de CYP1A2 y CYP2E1 en una

cohorte de mujeres con embarazo pretérmino con ingesta de cafeina confirmada.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Cuantificar las concentraciones de cafeina y sus metabolitos en plasma de mujeres
con embarazo pretérmino y los neonatos.

Establecer la tasa de transferencia transplacentaria de la cafeina ingerida por la
madre al feto antes del nacimiento.

Establecer la interaccion farmacocinética generada por el uso concomitante de
otros farmacos, alimentos y bebidas que modifican el metabolismo de la cafeina
Determinar los tasa de frecuencia de polimorfismos de los genes CYP1A2
(rs762551) y CYP2EI (rs2031920 y rs3813867), asociados con el metabolismo de

la cafeina, en las madres de la cohorte.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

Generalidades de la cafeina

Las metilxantinas cafeina, teofilina y teobromina son alcaloides (Eteng, Eyong,
Akpanyung, Agiang, & Aremu, 1997), y se relacionan con un numero importante de
metabolitos endégenos incluyendo las purinas, las xantinas y el acido urico (Eteng et al.,
1997).

La cafeina, (1,3,7-trimetilxanina), se produce naturalmente del fruto Coffea
arabica y otras especies relacionadas (Eteng et al., 1997). Friedlieb Ferdinand Runge,
uno de los pocos farmacéuticos que en el siglo XIX tenian un doble doctorado, aisl6 la
cafeina del café en 1819 y E. Fisher en 1875 describid su estructura quimica.

La aminofilina, la teofilina y la cafeina, actiian a nivel del receptor de adenosina
compitiendo con el sitio de union de adenosina. En los tltimos afos dichos alcaloides han
sido ampliamente utilizados para el tratamiento de la apnea del prematuro, también desde
hace mucho tiempo se utilizan para el tratamiento del asma. La eficacia de la teofilina y
la cafeina son similares, pero esta ultima tiene la ventaja de una vida media mas
prolongada, su requerimiento de control con niveles plasmaticos es mucho menos

riguroso y se han descrito pocos efectos secundarios (Atik et al., 2017).
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Figura 1 Farmacocinética de la cafeina (Tomado y modificado de Gonzalez et al., 2014).

El consumo de cafeina en México se da de forma habitual ya que se encuentra en
diversas bebidas y alimentos (ENSANUT, 2016).

México es el primer consumidor de refrescos a nivel mundial con 163 litros por
persona al afio, consumo 40% mayor que el de un estadounidense promedio con 118
litros al afio. Paralelo a esta circunstancia, y de conformidad con un estudio reciente de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) de
julio 2013, México presenta la tasa mas alta de obesidad en adultos entre los paises de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) (OMS, n.d.)

Las pautas alimentarias para estadounidenses recomiendan que las mujeres
embarazadas y las que estan amamantando reciban asesoramiento sobre el consumo de
cafeina de parte del proveedor de atencion médica. Estas pautas no abordan el consumo

seguro de cafeina en nifos. Sin embargo, la American Academy of Pediatrics (Academia



Estadounidense de Pediatria) sostiene que los nifios y los adolescentes no deben consumir

en absoluto bebidas energéticas que contengan estimulantes (Mayo Clinic Staff, n.d.).

Farmacocinética en neonatos

La farmacocinética en los neonatos es Unica y dinamica, ya que se presentan
cambios relativamente rapidos en el proceso de maduracion que afectan la absorcion, la
distribucion, el metabolismo y la excrecion de farmacos. Estas variaciones estan
estrechamente relacionadas con la edad gestacional, la edad postnatal y la composicion
corporal. El recién nacido pretérmino tiene una mayor cantidad de agua corporal total y
menor de grasa, lo cual afecta el volumen de distribucion de fArmacos que disminuye la
unidn a proteinas y produce concentraciones altas del fArmaco libre (Aranda, Gorman,
Bergsteinsson, & Gunn, 1977).

La farmacocinética que presenta la cafeina es independiente de la ruta de
administracion. En el neonato la absorcion gastrica de medicamentos depende del pH y
del vaciamiento gastrico. Al nacer, los pacientes tienen un pH géstrico neutro por la
presencia de liquido amnidtico en el estobmago y entre 48 a 72 h después es capaz de
secretar acido gastrico. Por otro lado, en los prematuros el vaciamiento gastrico es

variable y prolongado (Falcao et al., 1997).

Absorcion
La cafeina administrada de forma oral se absorbe rapido y similar a la via
intravenosa, alcanzando el nivel maximo de concentracion plasmatica (Cmax) entre 6 - 10

mg/dL, en un periodo de 30 minutos a 4 h. Los alimentos no modifican la



biodisponibilidad de la cafeina en adultos. Sin embargo, Blake et al. (2006) observaron
en recién nacidos alimentados con férmula un incremento de la actividad de CYP1A2 y
CYP3A4 en los primeros 6 meses de vida. El estudio fue realizado en bebés que tomaban
leche de férmula comparados con bebés alimentados con leche materna, lo cual refleja
modificaciones en la farmacocinética de la cafeina en el recién nacido (Blake, Abdel-

Rahman, Pearce, Leeder, & Kearns, 2006; Blake, Castro, Leeder, & Kearns, 2005).

Distribucion

La cafeina es un compuesto hidréfobo que atraviesa rapidamente todas las
barreras corporales sin acumularse en los tejidos. El volumen de distribucion de la
cafeina es aproximadamente 0.8 L/kg (rango de 0.73 a 0.92 L/kg) (Castellanos &

Rapoport, 2002).

Eliminacion

La vida media de la cafeina es de 4 a 5 horas en un adulto sano y se puede
prolongar hasta 100 h en pacientes con enfermedades hepaticas, durante el embarazo y en
nifios. En general, en el neonato la eliminaciéon de farmacos es prolongada por la
inmadurez del metabolismo hepatico y la excrecion renal, por lo que presentan mayor
concentracion de farmacos y de sus metabolitos (Falcao et al., 1997).

La excrecion de la cafeina y sus metabolitos ocurre principalmente por via renal.
En los recién nacidos alrededor del 86% de la cafeina se elimina por orina sin ningun
cambio (durante los primeros 6 dias) (Falcao et al., 1997). La vida media de la cafeina en

recién nacidos es prolongada, entre 65 a 102 horas. La tasa de eliminacion es menor a



partir del nacimiento hasta alcanzar los valores normales alrededor de las 60 semanas de
vida postmenstrual. Ademas, en los bebés prematuros la eliminacion de la cafeina es mas

prolongada en comparacion con los que nacieron a término (Falcao et al., 1997).

Factores que modifican la farmacocinética de la cafeina

Los estudios de farmacologia han centrado su atenciéon en los cambios en la
farmacocinética durante la maduracion después de la vida perinatal y sus estadios mas
tardios durante la infancia. En general, el proceso del nacimiento, ciertas enfermedades
especificas, comorbilidades asociadas, los factores ambientales, el estilo de vida y/o los
polimorfismos contribuyen a la variacion interindividual observada en los primeros
meses de vida (Pacifici, 2014).

Hay poca informacion sobre el impacto de los factores ambientales y el
metabolismo de farmacos en los neonatos. La exposicion fetal a xenobidticos estd
determinada por la capacidad metabdlica de la madre y por la placenta. Sin embargo, una
vez que el compuesto original o el metabolito es liberado en el ambiente intrauterino el
feto queda expuesto, y la biotransformacion de los xenobioticos depende unicamente del
metabolismo fetal, ademas, los polimorfismos genéticos y los factores ambientales
contribuyen a la variacion en la respuesta o en el efecto de dichos xenobidticos (Tasnif,

Morado, & Hebert, 2016).

Metabolismo de la cafeina

La biotransformacion de la cafeina ocurre en el higado y estd determinado por

enzimas de fase I a través del sistema de mono-oxigenasa de funcion mixta formada por

10



el citocromo P450 (CYP) y por enzimas de fase II, a través de la via de la enzima xantina
oxidasa (XO) y de la N-acetiltransferasa (NAT2) (Castellanos & Rapoport, 2002). Los
CYP se localizan en la mitocondria y en el reticulo endoplasmatico liso, y son el grupo de
enzimas mds importante del metabolismo de compuestos xenobidticos, entre los que se
encuentran las xantinas (Fanni et al., 2014).

La ruta metabdlica principal de la cafeina en humanos (70-84%) se da a través de
la N-3-desmetilacion de la cafeina que forma a la paraxantina también conocida como
1,7-dimetilxantina (17X), esta reaccion es dependiente del CYP1A2 en el higado (Kalow
& Tang, 1993). En estudios in vitro, en microsomas hepaticos humanos, se encontré que
1-N-desmetilacion (formaciéon de teobromina) y la 7-N-desmetilacion (formacion de
teofilina) se presentan entre un 7 - 8%, respectivamente (Kot & Daniel, 2008). En este
sentido también existe informacioén de la participacion del CYP2E1 en la formacion de
estos dos metabolitos, y en estudios con proteinas recombinantes se determind que esta
isoforma participa en la formacion del 1,3,7- 4cido trimetilurico (Gu, Gonzalez, Kalow, &
Tang, 1992; Kot & Daniel, 2008).

Otra de las vias del metabolismo secundario de la cafeina se encuentra en la
hidroxilacion del carbono 8 de la cafeina que forma al 4cido 1,3,7-trimetiltrico, y en
donde participan las isoformas CYP2E1, CYP2C8, CYP2C9 y CYP3A4 (Figura 2) que
generalmente contribuyen con un 15% de los metabolitos (Gu et al., 1992; Kot & Daniel,
2008).

Si bien el metabolismo de la cafeina depende principalmente del CYP1A2, la
relacion de los metabolitos urinarios se usa para evaluar el sistema enziméatico que

converge en el metabolismo de este firmaco (metabolismo secundario) mediante la razon

11



metabdlica de la cafeina. Esta ha sido ampliamente utilizada como un indicador de la
actividad enzimatica (fenotipo). En plasma se mide la relacion de paraxantina (17X) y
cafeina (137X) que correlacionan con la actividad del CYP1A2 y que corresponde hasta
al 84% del metabolismo de la cafeina. E1 CYP1A2 también participa en la formacion de
teobromina (37X) y teofilina (13X) (Figura 1). En la orina se determinan los metabolitos
que nos permiten obtener el fenotipo del CYP2A6, NAT2, y de la xantina deshidrogenasa
u oxidasa (XO). Los metabolitos evaluados han sido: el 1-metilurato (1U), 1-metilxantina
(1X), 1,7 dimetilurato (17U), 1,7- dimetilxantina (17X), y el 5-acetilamino-6-
formilamino-3-metiluracil (AFMU), cuya relacion metabodlica urinaria se muestra en la
Figura 1. Cabe mencionar que el 1X, 1U, 17U, 17X y AFMU son los principales
metabolitos urinarios encontrados en adultos. Sin embargo, la 13X y la 37X son los
metabolitos plasmaticos que predominan en el neonato (Begas, Kouvaras, Tsakalof,
Papakosta, & Asprodini, 2007). El metabolismo de la cafeina es regulado principalmente
por factores que modifican los niveles de expresion de las enzimas relacionadas con su
metabolismo, entre estas se encuentran: CYP1A2, CYP2A6, CYP2EI, CYP3A
(CYP3A4, CYP3AS y CYP3A7), CYP2C (CYP2C8 y CYP2C9), NAT2 y XO (Figura 2).
Entre estos factores tenemos sustratos enddgenos y exdgenos, que al mismo tiempo son
sustratos, inductores o represores de dichas isoformas. Otro factor que modifica el
fenotipo son los cambios dentro de la secuencia del genoma de los genes que codifican
para estas enzimas, que se presentan como cambios de una sola base o SNP’s (por sus
siglas en inglés, Single Nucleotide Polimorphism), deleciones o inserciones. En este
estudio se consideran las variaciones genéticas de una sola base y aquellos factores

ambientales que modifiquen los niveles de expresion de dichas enzimas.
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Figura 2. Participacion de CYP450 en el metabolismo de cafeina y sus metabolitos

(modificado de Perera, Gross y McLachlan, 2012).

En los siguientes parrafos describiremos particularidades de las enzimas que

participan en el metabolismo de la cafeina.

CYP1A2

El CYP1A2 se expresa constitutivamente y se induce en el higado. Se ha
detectado en pulmon, pancreas, tracto gastrointestinal y cerebro. Existen diversos factores
que modulan su expresion (reprimiendo o induciendo) y por ende modifican la respuesta
a sustratos (fa&rmacos) que son metabolizados por esta enzima. Como ejemplo de esto
tenemos el consumo de tabaco y de carne asada, que son fuentes de hidrocarburos poli
aromaticos (PAH) y aminas heterociclicas que se unen a elementos de respuesta a

xenobioticos incrementando su nivel de expresion, estos compuestos al ser metabolizados
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son bioactivados y generan compuestos con capacidad carcinogénica. Alimentos como
los vegetales cruciferos (repollo, brocoli) y fArmacos como el omeprazol e inhibidores de
la bomba de protones incrementan los niveles de expresion de esta enzima (Zanger &
Schwab, 2013).

Mientras que el consumo de ciertos citricos, anticonceptivos orales, fluvoxamina
y antibidticos como la fluoroquinolona, antipsicoticos como la clozapina, psoraleno,
idrocilamida y fenilpropanolamina, broncodilatadores (furafiline y teofilina), quinolonas
(enoxacina) son considerados represores de la actividad enzimatica.
En el gen que codifica para el CYP1A2 se han encontrado algunas variantes, que se
asocian con diferencias entre individuos y el metabolismo de algunos farmacos. La
variabilidad en los niveles de expresion de este citocromo es del 40% y hasta un 60% en
el metabolismo de la cafeina. Hasta el momento pocas variantes dentro del gen explican
dicho fenotipo. La méas estudiada en diversas poblaciones es la rs762551 (CYPIA2*IF;
CYP1A42:734C>A; -163C>A), y se ha asociado directamente con un incremento en los
niveles de expresion de esta enzima (Sachse, Brockmoller, Bauer, & Roots, 2001). Sin
embargo, existen pocos estudios que relacionen los efectos de este polimorfismo con la
actividad enzimatica (metabolismo de cafeina) y el riesgo de desarrollar alguna
enfermedad. En este sentido Tan et al. (2007) encontraron una asociacion positiva entre el
metabolismo de la cafeina, la presencia de este polimorfismo y el desarrollo de Parkinson

(Tan et al., 2007).
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CYP2A6

Este CYP es la proteina mas abundante en el higado, estd codificada por los genes
CYP246, CYP2A7 y CYP2A413. Este CYP, a diferencia de otros, participa en el
metabolismo de pocos farmacos. Los sustratos mas relevantes son la cumarina y la
nicotina. La cumarina se usa para medir el fenotipo in vitro e in vivo. El 80% de la
nicotina es metabolizada por este citocromo. EI CYP2A6 también participa en el
metabolismo de la cafeina, es altamente polimoérfico, hasta el momento se han detectado
40 variantes alélicas, sin embargo, la variante CYP2A46*4 es completamente deficiente en
la actividad a diferencia de la CYP246*] o nativa (Djordjevic, Carrillo, Gervasini,

Jankovic, & Aklillu, 2010).

CYP2E1

El CYP2EI se expresa constitutivamente en el higado y su activacion ocurre
rapidamente un dia después el nacimiento (Song et al., 1986), este CYP se induce por
sustratos endogenos y exdgenos de bajo peso molecular como las cetonas, etanol y
farmacos como el acetaminofén (paracetamol) que al ser metabolizado por esta isoforma
genera la N-acetil-p-benzoquinona amina (compuesto hepatotoxico) (Lee et al., 1996).
La clorzoxazona, la teofilina y la cafeina (N, N-desmetilacion), algunos estados
fisiologicos o patologicos como el ayuno, la obesidad o la diabetes modifican su nivel de
expresion. Esta enzima es polimorfica y se han descrito variantes, de las cuales el Rsal
(rs2031920) confiere diferencias interindividuales en el fenotipo (Hayashi, Watanabe, &

Kawajiri, 1991; Sachse et al., 2001; Song, Veech, Park, Gelboin, & Gonzalez, 1988).
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CYP2C8

La subfamilia 2C del citocromo P450 estd formada por los genes CYP2CS8 y
CYP2(C9. Esta subfamilia metaboliza el 20% de los farmacos que existen actualmente. La
subfamilia CYP2C representa el 7% del contenido total del citocromo hepatico, la
mayoria corresponde al CYP2C8. Este citocromo primeramente se encontr6 en el higado,
sin embargo, también se expresa en rifion, cerebro, gldndulas adrenales, tejido mamario,
ovarios, entre otros. A diferencia de los CYP antes mencionados, éste reconoce
compuestos con estructura quimica muy variada como sustratos, y esta relacionado con el
metabolismo de compuestos endégenos como el 4cido araquiddnico y el acido retinoico
(Capdevila, et al. 1981; Lai et al., 2009).

En el gen que codifica para este CYP se han descrito 16 variantes alélicas
CYP2CS8 (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2CS), desde el punto de vista funcional
solo dos polimorfismos se han asociado con cambios en los niveles de expresion
,CYP2C8*3 (rs1157208) se ha establecido como sustrato dependiente. Dicho SNP es
frecuente en poblacion Caucasica (10-23%), y raro en poblaciones africanas y asiaticas
(<5%). Los niveles de expresion de dicho citocromo se incrementan en presencia de
compuestos como pioglitazone, rosiglitazone, repaglinida, mientras que el ibuprofeno la

disminuye (Solus et al., 2004).
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NAT2

La NAT es una enzima que se expresa principalmente en el higado y en el
intestino (Kashuba 1998), una de sus funciones mas importantes es que participa en el
proceso de detoxificacion de varios compuestos carcindgenos (aminas heterociclicas y
aromaticas), en la acetilacion de mas de 15 farmacos, entre las que se encuentran la
cafeina, la isoniazida, la hidralazina, la procainamida, la dapsona y las sulfonamidas.

Hace mas de 30 afios se detecto el primer polimorfismo genético relacionado con
la biotransformacion en la N-acetilacion de la isoniazida, sin embargo, el metabolismo de
la cafeina se ha usado como un indicador de la actividad de dicha enzima observandose
una excelente correlacion entre el fenotipo y el genotipo de la misma (D. M. Grant et al.,
1997; D. Grant, Tang, & Kalow, 1984). Estudios de secuenciacion del gen ha revelado
mas de 50 variantes alélicas, y aproximadamente el 50 % de caucésicos se han clasificado
como acetiladores lentos, con base en esto Cascorbi at al (1995) clasifico a la poblacion
como metabolizadores lentos y rapidos con base en la secuenciacion de las siguientes
variantes NAT2 481C>T (rs1799929) y NAT2 590 G>A (rs1799930). (Cascorbi et al.,

1995).

Xantina Oxidasa

La xantina oxidasa (XO) es una enzima citoplasmatica involucrada en algunos
procesos metabolicos, cataliza la produccion de acido tUrico y elimina sustancias
endogenas como las purinas, pirimidinas y farmacos como la tiopurina y metilxantina.

Hasta el momento se han caracterizado 20 variantes alélicas, sin embargo, la frecuencia
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de variacion es muy baja, y en menos del 4% de los voluntarios se observan cambios en

la actividad metabdlica (Aklillu, et al., 2003).

Efecto farmacologico de la cafeina

La cafeina actiia como un inhibidor competitivo del receptor de la adenosina. La
cafeina cruza facilmente la barrera hematoencefalica que separa la circulacion sanguinea
del interior del cerebro. La molécula del cafeina es estructuralmente similar a la
adenosina, por lo que se une a los receptores de la adenosina Al y A24 (ADORA 1y
ADORA 2A) en la superficie de las células sin activarlas (efecto antagonico) y que se
relacionan con la mayoria de los efectos farmacoldgicos de la cafeina (estimulacion
cardiaca, respiratoria y del sistema nervioso central, relajaciéon del musculo liso y
aumento de la actividad metabolica) (Jacobson et al., 1993). Otro efecto de la cafeina es
la inhibicion débil de la fosfodiesterasa, que incrementa los niveles del cAMP y cGMP
que produce un aumento en la transduccioén de sefiales en la comunicacién nerviosa e
intensifica la actividad de los neurotransmisores endoégenos (Neumann, Schmitz, Scholz,
& Stein, 1989). Ademas, la cafeina se une a los receptores de rianodina y a canales de
calcio sensibles a voltaje generando el vaciamiento de los depdsitos de almacenamiento
de calcio del reticulo endoplasmico (McPhersonx et al., 1991).

La cafeina es un agente somnolitico, se cree que sus efectos ocurren porque
bloquea los receptores de adenosina y a su vez, es considerada un estimulante del sistema
nervioso central ya que incrementa los niveles de neurotransmisores como: dopamina,
noradrenalina, serotonina, ademas de acetilcolina y aminodcidos excitatorios e

inhibitorios. A dosis altas se puede unir a los receptores de benzodiacepinas del 4cido y-
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aminobutirico (GABA). Ademas, se ha descrito un efecto neuro-protector para la cafeina,
su administracion terapéutica en neonatos mejora la supervivencia sin alteracion en el
neurodesarrollo (Davis et al., 2010).

En los RN prematuros, la cafeina incrementa la postcarga, el volumen sistélico y
la presion arterial media. No modifica el flujo sanguineo cerebral, tampoco el valor de la
presion parcial de oxigeno transcutaneo (tcPO2), ni de diéxido de carbono transcutaneo
(tcPCOy) pero si aumenta la frecuencia cardiaca (Bauer, ef al., 2001).

En el rindn sus efectos ocurren por antagonismo de los receptores de adenosina y
por su accion sobre la sintesis de prostaglandinas, aumenta la diuresis y el aclaramiento
de creatinina, ademas incrementa la excrecion renal de calcio (Pacifici, 2014).

El efecto antagonico de la cafeina sobre los receptores de adenosina se ha
asociado a cambios conductuales y fisiologicos. La generacion de un raton Knock-out
para los genes ADORA Al y A2a dejé de manifiesto el efecto de la ausencia de dichos
genes al tratarlos con cafeina que normalmente estimula el comportamiento exploratorio,
en este modelo se observd una represion en la actividad exploratoria, mayor ansiedad y
agresividad. Asi también, se detecté una menor respuesta a los estimulos al dolor agudo,
aumento de la presion arterial y en la frecuencia cardiaca, asi como de la agregacion
plaquetaria (Johansson et al., 2001; Ledent et al., 1997).

En humanos existe poca informacion sobre el efecto de variaciones genéticas en
los genes ADORAI y ADORA2A. En este sentido Rogers et al., 2010 encontraron que
individuos que presentaban el polimorfismo 1s5751876 del gen ADORA2A,

especificamente el genotipo T/T, presentaban mayor ansiedad con respecto a todos los
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individuos C/T o C/C al consumir 150 mg de cafeina (equivalente a 1'% tazas de café)
(Rogers et al., 2010).

Asi también, en RN de 28 semanas de edad o mdas que presentaban apnea, y
ademds el polimorfismo rs16851030 C/C del gen ADORAI, se observd una mejor
respuesta al tratamiento con cafeina que los individuos CT o TT, ademés en aquellos
individuos que presentaban el polimorfismo 1s35320474 del gen ADORA2A,
especificamente los genotipos C/T y T/T, se encontré6 que presentaban mayor riesgo de
desarrollar apnea y displasia pulmonar con respecto a los individuos con el genotipo C/C.
(Kumral, Tuzun, Yesilirmak, Duman, & Ozkan, 2012).

Los receptores de adenosina forman complejos heteroméricos con los receptores
de dopamina (DRD1/2), por lo que también es modificado por el efecto que genera la
cafeina al unirse a ADORA e indirectamente potencia el efecto dopaminérgico, lo que
explica hasta cierto punto el efecto estimulante de la cafeina en los individuos. Existe
evidencia que senala que la afinidad del receptor DRD disminuye cuando éste se une al
receptor A2A (Torvinen et al., 2005). Ademas, la activacion del receptor A2A estimula la
actividad de la adenilato ciclasa, mientras que la activacion del DRD?2 inhibe la actividad
de adenilato ciclasa. La interaccion de ambos receptores desacopla al DRD2 de su
proteina G reduciendo la afinidad del receptor D2 a la dopamina. Por el contrario, la
activacion de DRD2 contrarresta la senalizacion a través de A2A, por lo tanto, antagoniza
las acciones de la adenosina y la cafeina, que potencian indirectamente la sefializacion
dopaminérgica (Fuxe et al., 2003).

Aunado a esto es posible que el polimorfismo en DRD2 pueda modificar el efecto

de la cafeina en el neonato.
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Exposicion prenatal

La cafeina es rapida y completamente absorbida por el tracto gastrointestinal con
un minimo efecto de primer paso, una vez que se absorbe, inmediatamente entra a todos
los tejidos y facilmente cruza las barreras placentaria, hematoencefalica y testicular.

La cafeina y sus principales metabolitos, paraxantina, teofilina y teobromina, son
detectables en todos los liquidos corporales y en la sangre del cordon umbilical
(Castellanos & Rapoport, 2002).

La evaluacion de la exposicion a la cafeina no refleja exactamente la cantidad
administrada materna ni la exposicion fetal porque no indica especificamente la cantidad
de cafeina y de sus metabolitos que pasaron a la circulacion fetal a través de la placenta
(Wierzejska, et al., 2014).

El metabolismo de la cafeina presenta importantes variaciones interindividuales
por variaciones en la actividad enzimatica principalmente del CYP1A2, ademds de
numerosos factores endogenos y exdgenos que afectan el metabolismo materno y su
eliminacion (Faber, Jetter, & Fuhr, 2005). Como el trofoblasto en la placenta sirve como
una membrana que regula el paso de sustancias entre los compartimientos maternos y
fetales, la transferencia a través de la placenta depende de su funcionalidad, del flujo
sanguineo uterino y umbilical, de las proteinas transportadoras localizadas en la
membrana, del gradiente quimico a través de la membrana y de las propiedades
fisicoquimicas de los compuestos (peso molecular, lipofilicidad, grado de ionizacion y su
capacidad de union a las proteinas). En general, los compuestos neutros con un peso
molecular menor de 1000 g/mol tienen una libre difusion a través de la placenta. La

cafeina tiene un peso molecular de 194.2 g/mol, con 99.99% de carga positiva en un pH
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fisioloégico y es soluble en agua, cruzando libremente la placenta. En un modelo de
perfusion placentaria humana ex vivo, se demostré que la cafeina cruza rapidamente la

placenta por difusion pasiva (Sastry, 1999).

Metabolismo de la cafeina en el neonato

En los neonatos prematuros el metabolismo de la cafeina aumenta
significativamente en los primeros 60 dias de vida. Estudios recientes sefialan que en el
neonato se expresan diversos CYP y que su funcion estd determinada por la ontogenia.
En este sentido Aldridge et al., 1981, encontr6 que durante el embarazo el tabaquismo
casi duplica la tasa de eliminacion de la cafeina, ya que el humo del tabaco contiene
hidrocarburos aromaticos policiclicos que aumentan la actividad de estas enzimas
hepaticas (CYP1AI y 1A2) (Aldridge, Bailey, & Neims, 1981). Durante el embarazo,
especificamente en el primer trimestre, la vida media de la cafeina no se modifica (4 h),
pero a las 17 semanas de gestacion aumenta a 10 h. En las fumadoras, la vida media de la
cafeina aumenta de 11.5 a 18 horas lo que genera una acumulacion de la cafeina y sus
metabolitos. Ademas, este aumento de la vida media de la cafeina durante la gestacion
estd relacionado probablemente con una reduccion de la actividad enzimatica (NAT2 y
del CYP1A2) durante todo el embarazo. Debido a que durante el tercer trimestre del
embarazo ni la placenta ni el feto tienen la capacidad de metabolizar la cafeina, ya que no
expresa al CYP1A2 (solo el CYP1A1) el feto esta expuesto a la cafeina por mas tiempo.

(Cook et al., 1996).
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Ademés, Blake et al. documentaron el efecto de la lactancia con leche materna y
formula sobre el metabolismo de medicamentos en los primeros 6 meses de vida
posnatal. Este grupo de investigadores observaron un incremento del metabolismo de
cafeina en los lactantes alimentados con férmula, pero no en otros farmacos como el
dextrometorfano, en donde no se observo ningin cambio durante el primer afio de vida,
lo que implica un incremento en los niveles de expresion del CYP1A2, pero no del

CYP3A4 (Blake et al., 2005).
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CAPITULO 3

DISENO DEL ESTUDIO

Clasificacion del Estudio

Original

Caracteristicas del Estudio

Estudio transversal

Tipo de Analisis

Analitico

Método de seleccion de participantes
Muestreo secuencial no probabilistico, segiin alguno de los colaboradores estuviera de

guardia para captar pacientes que cumplieran los criterios de seleccion.

Criterios de inclusion
1) Recién nacido menor de 34 semanas de edad postmenstrual.
2) Género indistinto.

3) Cualquier peso al nacimiento.

Criterios de exclusion

1) Pacientes cuyos responsables legales se hayan negado a participar en el estudio.
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2) Administracién materna de metilxantinas (aminofilina y/o teofilina) como
medicamento, previo al nacimiento por parto vaginal o abdominal.

3) Malformaciones congénitas mayores.

4) Binomio materno-fetal bajo tratamiento de retrovirales (zidovudina, lamivudina,

ritonavir).

Criterios de eliminacion
1) Imposibilidad de toma de muestra de la mama o el bebé.

2) Deseo de los responsables legales de suspender su participacion.

Criterios de suspension

1) Traslado del neonato a otra unidad hospitalaria.

METODOLOGIA

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE CAFEINA

Reactivos y Analitos

Cafeina (1,3,7 trimetilxantina, C0750), 7-(B-Hydroxyethyl) Teofilina (IS)
(H9006), Paraxantina (Par, 1,7-Dimethylxanthine) (D5385), Teobromina (3,7
dimetilxantina) (T4500, >98%), fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO, USA).
Teofilina (Teo, 1,3 dimetilxantina) (JIH052) fue estandar USP (Rockville, MD, USA).
Acetonitrilo y metanol, fueron calidad HPLC, acido acético fue calidad reactivo, todos
fueron adquiridas de J.T. Baker (Xalostoc, México). Agua utilizada durante el estudio fue

calidad HPLC (Fermont laboratories, Monterrey, México). Suero Fetal Bovino (FBS) fue
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utilizado como matriz bioldgica para preparar las curvas de calibracion y las muestras de
control de calidad utilizadas durante el método de validacion y cuantificacion de las

muestras de los recién nacidos (Gibco, Life Technologies).

Equipo

El sistema de cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC) consistié en una
bomba cuaternaria con desgasificador, acoplado a un auto muestrador y detector de
DAD-UV Agilent 1200 series (Agilent Technologies México). La separacion se realizd
en una columna de fase reversa Zorbax® SB-Aq Narrow Bore RR (2.1 x 100 mm, 3.5
um) (Agilent Technologies). El horno de la columna fue mantenido a 40 °C, mientras el
auto muestreador se mantuvo a temperatura ambiente. Quince microlitros de muestra

procesada fueron inyectados en el sistema HPLC.

Condiciones cromatograficas

Para la optimizacion de las condiciones cromatograficas, los efectos de varios
parametros como la fase moévil, la columna, la velocidad de flujo, la relacidon de solventes
y los sistemas de deteccion fueron evaluados y, calculado como factor asimétrico, la
eficiencia de la resolucién de la columna. Los mejores resultados fueron obtenidos con
una mezcla de buffer de fosfatos de 10 mM, pH 6.8 y acetonitrilo, en una composicion de
gradiente de fase movil usando un programa de gradiente (Tabla 1) a 0.7 mL/min. Los

Cromatogramas se obtuvieron a 273 nm por 15 minutos.
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Al final de cada dia, la columna fue lavada con una mezcla de acetonitrilo:agua
(90:10 v/v) durante 30 min. Los datos cromatograficos fueron procesados utilizando

software Chemstation para sistemas LC (Agilent Technologies).

Preparacion de suministros y soluciones de trabajo

Se prepararon por separado soluciones de stock de Paraxantina, Teofilina, y
Cafeina (4 mg/mL), disolviendo la cantidad apropiada de cada sustancia y diluyente
(Milli-Q water). Solucion Teb fue preparada a la mitad de concentracion que las otras (2
mg/mL) debido a que teobromina tiene la mas baja solubilidad acuosa comparado con el
resto de los alcaloides de cafeina. Esta solucion fue preparada agregando Teb al diluyente
(Milli-Q water), calentando y mezclando hasta obtener su volumen total. La solucion se
enfrié a temperatura ambiente.

Las soluciones de trabajo para los diferentes puntos en la curva de calibracion o
muestras de control de calidad fueron preparadas simultdneamente para todas las
sustancias de interés, en agua. Estas soluciones fueron preparadas mezclando el volumen
de reactivo necesario para obtener las diferentes concentraciones: 1, 3, 5, 10, 25, 50, 100,
200, 300 and 400 pg/mL.

La solucion de trabajo IS fue preparada en 20 ug/mL en agua Milli-Q, la cual fue

almacenada hasta su uso.

Curvas de calibracion estdndar y muestras de control de calidad

Se construyeron siete niveles de curvas de calibracion por agua FBS libre de

farmaco con porciones de Cafeina, Teofilina, Paraxantina, Teobromina para alcanzar
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concentraciones de 0.1, 0.3, 1, 2.5, 10, 20, y 40 pg/mL. Se prepararon 3 muestras de
control de calidad en niveles de curva de calibracién bajo, mediano y alto (0.5, 5, 30
ug/mL). En todos los casos la dilucion de la matriz bioldgica no excedi6 del 10 %. Estas
soluciones fueron mezcladas durante 1 min alicuotas de 0.5 mL se transfirieron en

microtubos de 1.5 mL y almacenados a -60 °C hasta su uso.

Determinacion de los polimorfismos

Toma de muestra

Se tom6 una muestra de sangre de la madre por puncién del dedo indice y otra de sangre

del cordon umbilical (>125 pL) la cual se coloco en una tarjeta FTA® (Whatman).

Extraccion de DNA
La extraccion se realizo siguiendo las especificaciones del proveedor, se utilizo el buffer

FTA® purification reagent.

Soluciones
TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0)
Solucién 1: NaOH 0.1 N, 0.3 mM, de EDTA, pH 13.0

Solucién 2 0.1 M Tris-HCI, pH 7.0
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Procedimiento

Lavado de tarjeta FTA

Extraccion de DNA

1. Tome una muestra de la tarjeta FT A con dispositivo para
perforar el papel (X mm) y colocar en un microtubo de 1.5
ml.

NOTA: Para evitar contaminacion cruzada, enjuagar el extremo

del corte del dispositivo con etanol y se deja que se seque entre

cada muestra.

2. Agregar 1000 pl soluciéon de lavado de FTA para eliminar
la hemoglobina y con el vortex mezclar 5 veces.

3. Incubar 5 min a temperatura ambiente con agitacion.

4. Retirar el sobrenadante con una pipeta.

5. Repita los pasos 2 — 4 dos veces mas (3 lavados).

1. Adicionar 70 pl de solucion de 1 para una muestra de 6 mm
(previamente lavada).

2. Incubar 5 minutos a 65 °C (para incrementar la solubilidad
del DNA).

3. Anadir 130 pl de solucion 2 y mezclar con vortex 5 veces.

4. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Mezclar por vortex 10 veces.

6. Presionar el papel para recuperar el maximo de volumen de

elucion y desecharlo. El eluato contiene DNAg en TE (66
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mM Tris-HCL, EDTA 0.1 nM). Utilizar 0.5 pl para una
reaccion de PCR de 25 pl.

Mezcla de reaccion

Master mix (2x) 10

Sonda (20x) 1

DNA 36 5

H.O 6 12 4

20

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo utilizando sondas y
primer especificos Tagman® (Tabla X) por PCR en Tiempo Real. Se utiliz6 un
termociclador con placas de 96 pozos ABI PRISM® 7200 (4pplied Biosystems®, Foster
City, CA). Para la reaccion se utiliz6 una mezcla de reactivos, Master Mix (Perkin Elmer,
Foster City, CA) 10 pL, sonda (20X) 1 nuL, y un equivalente a 100 ng de DNA, agua libre
de nucleasas cbp 20 puL. Se incluy6 un control negativo y un control positivo en la
misma placa. La determinacion del polimorfismo se determino por presencia y ausencia

del alelo para cada gen.

Control de calidad

La integridad del DNA se determind por electroforesis en un gel de agarosa al 1%,
y la concentracion y pureza se obtuvo utilizando un espectrofotometro.

La cuantificacién se realizo en un equipo Quantifluor dsDNA, primero se

colocaron los reactivos en hielo para que se descongelen, luego se realizé una dilucion de
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DNA 1:20, y se prepard el reactivo quantifluor dsDNA (dil 1:200 con bufter TE), se

realiz6 una curva estandar (0.2-1000 ng/mL). Se tomanron 90 microL del reactivo y se le

adicionaron 10 microL de la dilucion de DNA, se mezcld y se leyd a 260 y a 280 nm. La

calidad de la muestra de obtuvo de la relacion de las dos longitudes de onda de 260/280.

Determinacion del genotipo

Para determinar aquellos genotipos que modulen el metabolismo de la Cafeina se uso:

PCR en tiempo real para: rs762551 para CYP1A2, y rs2031920 y rs3813867 para

CYP2EL. Se uso el siguiente equipo: StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems usando

sondasTagman.

Tabla 1. Genotipo de los genes asociados con el metabolismo y el efecto de la cafeina.

Polimorfismo Efecto Referencia
Metabolismo

CYP1A2*1F 1s762551 Incremento en los niveles Sachse et al., 1999
CYP2EI Rsal/Pstl rs2031920 Incremento en los niveles Watanabe et al, 1990
CYP2E1 rs3813867 Incremento en los niveles Watanabe et al, 1990
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Lugar donde se realiz6 el estudio

Reclutamiento de pacientes y obtencion de muestras

Hospital Regional Materno Infantil de Alta Especialidad y Hospital Metropolitano Dr.

Bernardo Sepulveda, Servicios de Salud del Estado de Nuevo Ledn.

Determinacion farmacocinéticas y farmacogendémicas

Laboratorio de Investigacion Basica del CITES, Escuela de Medicina y Ciencias de la

Salud, Tecnoldgico de Monterrey.

Universo, muestra y tamaiio de la muestra

El universo de la muestra fueron los bebes recién nacidos vivos en el Hospital Regional

Materno Infantil de Alta Especialidad y en el Hospital Metropolitano Dr. Bernardo

Septlveda, de los Servicios de Salud del Estado de Nuevo Ledn entre los meses de

Septiembre de 2013 y Agosto de 2014.

Tabla 2. Variables del estudio

Tipo de variable y Definicion conceptual Escala de medicion

nombre

Independientes

Edad gestacional Fecha de la ultima Numérica de intervalo 25-34
menstruacion SDG

Peso Al nacimiento expresado ~ Numérica, continua
en gramos

Edad postnatal Horas de vida extrauterina  Numérica, discreta

Sexo Determinado por las Categorica, dummy

caracteristicas sexuales

1= masculino
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Dependientes
Concentraciones
plasmaticas de 1,3,7-
trimetilxantina o
cafeina
Concentraciones
plasmaticas de 1,3-
dimeltixantina o
teofilina
Concentraciones
plasmaticas de 3,7-
dimetilxantina o
teobromina
Concentraciones
plasmaticas de 1,7-
dimetilxantina o
paraxantina
Concurrentes

Taquipnea

Taquicardia

Sangrado

gastrointestinal

Hiperglicemia

primarias

Nivel plasmatico de

cafeina expresado en mg/L

Nivel plasmatico de
teofilina expresado en

mg/L

Nivel plasmatico de
teobromina expresado en

mg/L

Nivel plasmatico de
paraxantina expresado en

mg/L

Frecuencia respiratoria
mayor de 60 respiraciones
por minuto

Frecuencia cardiaca igual
o mayor a 180 latidos por
minuto

Pérdida de sangre
intraluminal en el tubo
digestivo

Nivel de glucosa igual o
mayor a 160 mg/dl

2= femenino

Numérica, continua

Numérica, continua

Numérica, continua

Numérica, continua

Categorica clasificado en
grados 1-5 (CTAE v4,
WHO)

Categorica clasificado en
grados 1-5 (CTAE v4,
WHO)

Categorica clasificado en
grados 1-5 (CTAE v4,
WHO)

Categorica clasificado en
grados 1-5 (CTAE v4,
WHO)
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Hipokalemia Nivel sérico menor a Categorica clasificado en

3mEq/L grados 1-5 (CTAE v4,
WHO)
Movimientos Movimientos involuntarios Categorica clasificado en
anormales de manera repetitiva, que  grados 1-5 (CTAE v4,
no es posible detener WHO)

mediante restriccion del

movimiento

Apnea Cese de la respiracion Categorica con valores
durante 20 s o pausa 1=si
respiratoria acompanada 2=no

de bradicardia (frecuencia
cardiaca menor a 80
latidos por minuto),
cianosis o palidez y/o
saturacion de oxigeno

menor a 80%

Analisis estadistico

La recoleccion de datos se realizé en un formato de recoleccion de datos (FRD),
posteriormente a su verificacion en los documentos fuente se vaciaron todos los datos a
una hoja de calculo electronica en el programa Excel.

La base de datos elaborada en la hoja de calculo electronica se utilizo para el
analisis de datos, el cual se realiz6 con el programa SPSS v24 con licencia institucional

del ITESM.
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Se describieron las diferencias entre las variables demograficas y antropométricas
de los pacientes incluidos en el estudio, mediante ¢ de student cuando las variables
continuas presentaron distribucion normal, o con prueba U de Mann-Whitney para las
variables continuas con otras distribuciones. Utilizamos la prueba de ¥ para las variables
categoricas.

Con la prueba de Kolmogorov-Smirnov se contrastaron los datos, para verificar la

normalidad y homogeneidad de la varianza.

ASPECTOS ETICOS

El protocolo fue revisado y aprobado por las Comisiones de Etica y de
Investigacion de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud del Tecnoldégico de
Monterrey, y los Comités respectivos del Hospital Regional Materno Infantil de Alta
Especialidad y Hospital Metropolitano Dr. Bernardo Septilveda, Servicios de Salud del
Estado de Nuevo Ledén. Se anexa la cartas del comité de investigacion de la escuela de

medicina del Tecnologico de Monterrey.

Clasificacion de la investigacion

Segun el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para

la Salud, Articulo 17 en su inciso 3 como: Investigacion con riesgo mayor que el minimo.
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Riesgos previsibles y probables

Riesgo de sangrado y hematoma en el lugar de venopuncion para la toma de las
muestras de laboratorio.

Contribucidn al riesgo de anemia por extraccion de sangre, al concurrir
temporalmente con la toma de otras muestras de sangre necesarias para el cuidado clinico

intensivo.

Proteccion frente el riesgo fisico y/o emocional

Se limito el dafio fisico al paciente al ser los encargados de la toma de muestras
los Médicos Residentes de Neonatologia, los cuales cuentan con las habilidades y
destrezas necesarias para realizar una puncion venosa central o periférica.
Se empled analgesia durante la obtencion de las muestras que requirieron puncion
venosa, con sacarosa oral al 25%, en solucion en los pacientes con posibilidad de recibir
ingesta por esta via.

No se corri6 riesgo emocional por parte de los pacientes.

Archivo confidencial de la investigacion

La informacion esta disponible para el equipo de investigadores y las autoridades
regulatorias, las informaciones sobre los resultados de concentraciones plasmaticas de
cafeina fueron cegadas al equipo de médicos tratantes del paciente. Los datos se

recabaron en el formato de recoleccion de datos (FRD) por los investigadores, y una vez
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validados contra los documentos fuente, se vaciaron en una hoja de datos electrénica,

hecha ex profeso con el programa Excel.

FINANCIAMIENTO
Cétedra de Investigacion en Crecimiento y Desarrollo Humano, de la Escuela de

Medicina y Ciencias de la Salud del Tecnolégico de Monterrey.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Descripcion de poblacion y seleccion de pacientes

Este estudio se realizd en un periodo de 12 meses; nacieron en ese periodo 21,072
bebés en los hospitales de estudio, 1,042 fueron pretérmino y 400 < 34 semanas. El
reclutamiento fue realizado durante las guardias de algunos de los autores. El proceso de

elegibilidad y flujo de seleccidon de pacientes se muestra en la Figura 3

21,072 nacimientos

@ i > | 20,030 descartados

1,042 pretérmino

@ ' % 642 descartados

400 <34 semanas
elegibles

302 descartados

NS

98 pacientes
muestra

Figura 3. Diagrama de flujo de la seleccion de pacientes del estudio.
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Se incluyeron noventa y ocho neonatos pretérmino de 90 embarazos (8.8 %
embarazos multiples; 55 % neonatos masculinos, 44 % neonatos femeninos). Las

caracteristicas de la poblacion de estudio estan descritas en la Tabla 3a y 3b.

Tabla 3a. Caracteristicas clinicas, estilo de vida y habitos de la poblacion de estudio.

Caracteristicas maternas, n = 90 Valor
Edad Materna, afios® 23.8 (6.6)
Edad Gestacional, semanas?® 29.9 (2.6)
Diabetes Gestacional® 5(5.5)
Hipertension® 10 (11)
Esteroides prenatales® 68 (69)
Exposicion ambiental durante el embarazo Valor
Alcohol® 1(1)
Tabaco® None
Acetaminofén® 6 (6.6)
Humos de carbon® 5(5.5)
Carne asada al carbon® 46 (51)

? Valores expresados como Promedio (SD).
®Valores expresados como Frecuencia (proporciones).

¢ Valores expresados como Mediana (IQR).

Tabla 3b. Caracteristicas clinicas de la poblacion neonatal.

Caracteristicas neonatales, n = 98 Valor




Sexo®

Masculino
Femenino

Via de nacimiento®

Vaginal
Abdominal

Peso al nacimiento (g)*

Talla al nacimiento (cm)?

Perimetro cefalico (cm)?

Apgar 1 min®

Apgar 5 min®

54 (55)

44 (45)

37 (38)
61 (62)

1,287 (407)

38.1 (4.5)

27 (2.6)

7(6t08)

9 (810 9)

 Valores expresados como Promedio (SD).

®Valores expresados como Frecuencia (proporciones).

¢Valores expresados como Mediana (IQR).
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Ingesta autorreportada, fuentes de cafeina
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Figura 4. Fuentes de cafeina ingerida durante el embarazo, de 90 pacientes.

La ingesta auto reportada de cafeina (de cualquier fuente) fue positiva en 81 de 90
embarazos evaluados (90 %) y fue confirmado por la deteccion de cafeina en sangre de
87 de 90 participantes (97 %); el coeficiente de concordancia, que refleja la linealidad
entre la ingesta auto reportada y la cuantificacion de cafeina en sangre materna fue x = -
0.053; 95 % intervalo de confianza -0.087 a0.416; este coeficiente refleja que en nuestra
muestra el autoreporte fue sobreexpresado y no fue confirmado en 6 pacientes que
reportan haber ingerido cafeina. Las fuentes auto reportadas de ingestion de cafeina estan
detalladas en la Figura 4. En general, las fuentes mas comunes de cafeina durante el
embarazo fueron café y refrescos de cola juntos (27 %), seguido por refrescos de cola

solo (24 %) o la combinacion café, chocolate y refrescos de cola (20 %). En nuestra
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cohorte no se reportd consumo de té. Considerando todas las fuentes posibles, el consumo

de cafeina se autoreport6 en el 97 % de las gestantes.

Tabla 4. Valores maternos y neonatales (plasma) de cafeina y metabolitos.

Concentracion en plasma de cafeina y metabolitos

pg/mL, median (IQR)

Cafeina Paraxantina Teobromina Teofilina
Materna 0.7 (0.4-1.7) 0.2 (0.2-0.4) 0.6 (0.3-1.0) 0.2 (0.1-0.3)
Neonatal 1.0 (0.5-2.0) 0.3 (0.1-0.4) 0.4 (0.3-0.7) 0.2 (0.1-0.3)

IQR, rango intercuartil

La concentracion de cafeina, teobromina, teofilina y paraxantina se determin6
en la plasma materno y plasma del cordon umbilical (Tabla 4). La cafeina y la
teobromina fueron las sustancias mas abundantes en la sangre materna, asi como en la
sangre del cordon umbilical. Las concentraciones de teofilina y paraxantina fueron
similares entre los compartimentos de sangre materna y de cordon umbilical. Por lo tanto,
la proporcidn de transferencia fetomaterna (relacion entre cafeina materna y fetal, F / M)
de cafeina fue de 1.43, lo que indica que la cafeina pasa por la placenta libremente y se

acumula en el feto.

Analisis de la frecuencia genotipica

Se seleccionaron polimorfismos relevantes en la practica clinica. La

distribucion de los genotipos y la frecuencia alélica de los polimorfismos CYP1A42
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(CYPIA2*F, 1s762551) y CYP2E1 (CYP2E1*54, rs3813867 y CYP2EI*5B, 1s2031920)

se detallan en la Tabla 5.

Comparando nuestra poblacion con los datos del Proyecto 1,000 Genomas, fase

III [14], se encontrd que los datos reportados en este estudio sobre la distribucion del

polimorfismo con respecto al CYP1A2 *1F (73.7%) son similares a los de las poblaciones

americanas (75.8%), asiaticos orientales (56%) y poblaciones europeas (68%) y

significativamente diferentes (P <0,0001) a poblaciones de Africa (56.2%) y del sur de

Asia (56.2%) (ver Tabla 6).

Tabla 5. Frecuencia de polimorfismos del CYP1A2 y CYP2E1 en madres con consumo

habitual de cafeina.

Genotipo Nativo Heterocigoto Mutado
CYPIA2*IF n (%) 9 (10) 31 (33) 53 (57)
1s762551 A/A A/C c/C
CYP2EI*54 n (%) 5(5) 22 (23) 68 (72)
rs3813867 G/G G/C C/C
CYP2EI*5B n (%) 71 (75) 19 (20) 5(5)
rs2031920 c/C C/T T/T
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Tabla 6. Analisis comparativo de frecuencias alélicas de polimorfismos de CYP1A2 y

CYP2E] con otras poblaciones.

CYPIA2*1F CYP2E1*5A CYP2E1*5B
15762551 153813867 152031920
Poblacion A C pT G C pt C T pt
AFR 0.562 | 0.438 | <0.0001 | 0.933 | 0.067 | <0.0001 | 0.998 | 0.002 | <0.0001
AMR 0.758 | 0.242 | 0303 | 0.878 | 0.122 | 0.0073 | 0.885 | 0.115 | 0.0248
EAS 0.673 | 0327 | 0.002 | 0.798 | 0.202 | 0.0375 | 0.798 | 0.202 | 0.0027
EUR 0.680 | 0.320 | 0.006 | 0.959 | 0.041 | <0.0001 | 0.959 | 0.041 | <0.0001
SAS 0.535 | 0.465 | <0.0001 | 0.991 | 0.009 | <0.0001 | 0.991 | 0.009 | <0.0001
NEM 0.737 | 0.263 Ref 0.835 | 0.165 Ref. 0.850 | 0.150 Ref.

(1000 Genomes Project Consortium et al., 2015) tPrueba exacta de Fisher. AFR,
africana; AMR, americana; EAS, asiatica del este; EUR, europea; SAS, asiaticos del sur;
NEM, noreste de México; Ref., valor de referencia de la poblacion estudiada; A 'y C,
alelos. Se utilizo6 la prueba exacta de Fisher para la comparacion de las frecuencias

alélicas reportadas con los valores de referencia.

Con respecto a los datos reportados en este estudio sobre la distribucion del
polimorfismo con respecto al CYP2E1*5A4 rs3813867 (83.5%), son similares a los de las
poblaciones americanas (87.8%), asiaticos orientales (79.8%), y significativamente
diferentes (P <0.0001) a poblaciones de Africa (99.8%), sur de Asia (99.1%) y
poblaciones europeas (95.9%) (ver Tabla 6). Con respecto a los datos reportados en este

estudio sobre la distribucion del polimorfismo con respecto al CYP2E*5B rs20131920
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(85%) son similares a los de las poblaciones americanas (88.5%), asiaticos orientales
(79.8%), y significativamente diferentes (P <0.0001) a poblaciones de Africa (93.3%),

sur de Asia (99.1%) y poblaciones europeas (95.9%) (ver Tabla 6).

Tabla 7. Relacion entre actividad metabdlica de los citocromos y factores maternos

n Px/Caf Tb/Caf Teo/Caf
Diabetes 3/77 0.18 0.97 0.27
Hipertension 8/72 0.73 0.015%* 0.53
Esteroides prenatales 55/25 0.006* 0.43 0.16

Px/Caf= Relacion nanomolar paraxantina cafeina; Tb/Caf= Relacion
nanomolar teobromina cafeina; Teo/Caf= relacion nanomolar Teofilina
Cafeina; * p<0.05 U de Mann-Whitney

Actividad metabdlica del citocromo y factores maternos

Se analiz6 la actividad metabolica de los citocromos y se explord por la posible
correlacion con la presencia de hipertension, diabetes y aplicacion de esteroides
prenatales. En cuanto a las pacientes con diabetes gestacional y sin la enfermedad no se
encontrd diferencias significativas entre los grupos (Tabla 7.).
En el analisis de medianas de las actividades metabolicas entre pacientes con y sin
hipertension se encontré diferencia significativa entre la actividad metabolica del
CYP2EI representado por la relacion nanomolar entre teobromina y cafeina con una p de
0.015, no se encontro6 diferencias entre la actividad metabolica de CYP1A2 (Relacion
Paraxantina:Cafeina) 6 entre la actividad metabdlica de CYP2EI1 (Relacion
Teofilina:Cafeina). En cuanto a la aplicacion de esteroides prenatales, se encontrod

diferencia significativa (p 0.006) entre el grupo expuesto y el no expuesto a esteroides
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prenatales en cuanto a la actividad metabodlica del CYP1A2 (Tabla 7.); en cuanto a la
actividad metabdlica de CYP2E1(relacion nanomolar Teobromina:Cafeina y relacion

nanomolar Teofilina:Cafeina) no se encontr6 diferencia entre los grupos.

Actividad metabdlica del citocromo y los factores ambientales.

El metabolismo de la cafeina esta determinado principalmente por la actividad
del citocromo CYP1A2 que también metaboliza algunos componentes de la carne asada
y del humo de carbon (Faber et al., 2005). También en el metabolismo de cafeina
participa el CYP2EI1, que ademéds metaboliza el etanol y firmacos como el acetaminofén.
Por ello se realizd un andlisis de correlacion entre estos factores y la actividad
metabdlica. Se encontrd que la actividad metabolica de CYP2E1 (medida como la
relacion Teobromina: Cafeina) es mayor en aquellos individuos que consumen carne
asada al carbon y con la ingesta de acetaminofén (tabla 8). La proporcion de conversion
de cafeina a teobromina, la cudl es un reflejo de la actividad metabdlica de CYP2E1
aumento significativamente en las madres que consumieron carne asada, asi como en

aquellas que tomaron acetaminofén durante el embarazo.
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Tabla 8. Efecto de los factores ambientales (consumo de carne al carbon, humo y

acetaminofén) en la actividad metabdlica de los citocromos.

Carne asada al carbon Humos de carbon Acetaminofen
o No No No
Actividad
Metabblica Expuestos expuestos » Expuestos expuestos » Expuestos expuestos »
(n) (46) (45) (5) (86) (©6) (85)
CYP1A2?® 0.10 (0-0.3) 0 (0-0.2) NS 0.10 (0-0.3) 0(0-0.2) NS 0 (0-0.1) 0.05 (0-0.3) | NS
CYP2E1P® 0.52 (0.2-1.8) | 0.25(0-1.0) | 0.03 0.46 (0.2-1.8) | 0.34(0-1.2) | NS 2 (1.2-5.4) 0.40 (0-1.2) | 0.02
CYP2EI ¢ 0.08 (0-0.2) 0 (0-0.1) NS 0.08 (0-0.2) 0(0-1.2) NS 0.08 (0-0.2) | 0.05(0-0.2) | NS

Valores expresados como mediana (IQR); Prueba U Mann—Whitney,
Actividad Metaboélica:  Relacion nano molar Paraxantina-cafeina; ® Relacion nano molar

Teobromina-cafeina; “ Relacion nano molar Teofilina-cafeina.

El consumo de carne asada es una practica comun en la poblacion de estudio, 46
de las 90 madres estudiadas solian comer este alimento (51%), 34 (79%) de ellas una vez
a la semana. Se detectaron cafeina y sus metabolitos en la sangre de 35 de estas mujeres
embarazadas (76 %), se encontré diferencia significativa de la actividad metabdlica de
CYP 2E1 (relacion Teobromina:Cafeina) entre el grupo que consumi6 carne asada
respecto al grupo que no la consumio6 (ya descrito).

En cuanto a la ingesta de acetaminofén, fue positiva en seis de las 91 madres

estudiadas (6.7%). El patron mas habitual de ingesta de acetaminofén fue un comprimido
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de 500 mg una vez al dia, uno o dos veces a la semana durante el mes anterior al parto.

En ninguno de los casos el acetaminofén fue prescrito por un médico.

10.0

O No Acetaminofen
Acetaminofen
“*..No Acetaminofen
®) “\. Acetaminofen

No Acetaminofen: R2 Lineal = 0.155
Acetaminofen: R2 Lineal = 0.637

8.0

Relacion teobromina-cafeina materna (nmol)

Q..
859 o ©

1 I 1 ] ] - ] 1
0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Concentracion materna de cafeina (nmol/mL)

Figura 5. Efecto de la ingesta de acetaminofén en la actividad metabolica de CYP2EI.

La actividad metabolica del grupo con ingesta de acetaminofén mostro diferencia

significativa respecto al otro grupo (P <0.01, Prueba U Mann—Whitney).

Este farmaco es metabolizado por el CYP2EI, lo que se confirma en el grafico

de dispersion en la Figura 5 que muestra un fuerte y distintivo efecto que ejercio el
acetaminofén sobre la actividad metabdlica del CYP2E1, la cual aumento
significativamente en las madres con ingesta de paracetamol (r*> = 0.637; P <0.01) en

comparacion con aquellas que no usaron este medicamento (r> = 0.155). También se
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evaluo el efecto sobre la actividad metabolica de CYP1A2 y CYP2E1 respecto a la
exposicion a humo de carbon, y no se mostré efecto en ninguno de ellos.
Se realiz6 analisis bivariado entre los genotipos y la actividad metabdlica, y no se

encontrd correlacion significativa entre los grupos (Tabla 9.)

Tabla 9. Analisis de correlacion de la actividad metabdlica de los genotipos (CYP1A2 y

CYP2E1).
CYP1A2*1F CYP2E1*5A CYP2E1*5B
rs762551 rs3813867 rs2031920
Px/Caf 0.02 (0.81)
Tb/Caf 0.04 (0.66) 0.11 (0.21)
Teo/Caf 0.13 (0.17) 0.19 (0.53)

r (p); Px/Caf Relacion nanomolar Paraxantina Cafeina; Tb/Caf relacién nanomolar
Teobromina Cafeina; Teo/Caf relacion nanomolar Teofilina cafeina.
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CAPITULO 5

DISCUSION

Consumo de cafeina auto reportada

La ingesta de cafeina auto reportada (de cualquier fuente conocida) fue positiva
en el 88% de las pacientes que participaron en el estudio, sustancialmente mas que el
74% reportado por Frary et al (Frary, Johnson, & Wang, 2005) o el 57% en el estudio de
Bracken et al (Bracken et al., 2002). La principal fuente de ingesta de cafeina en nuestra
cohorte fueron los refrescos, solos o en combinacion (hasta un 82%), como se muestra en
la Figura 2. El consumo de bebidas gaseosas ademas de altos niveles de azlicar que se
asocia con obesidad en la poblacion es una fuente de cafeina, En 2005, Frary et al, (Frary
et al., 2005) informaron que los refrescos representaban el 16% entre las fuentes de
cafeina en la poblacion general, mientras que en la poblacion embarazada, los informes
anteriores sobre la frecuencia de los refrescos como fuentes de ingesta de cafeina oscilan
entre el 8 y el 66%, respectivamente (Chen et al., 2018; Dott, Rasmussen, Hogue, &
Reethuis, 2010); otros investigadores han demostrado que la frecuencia y la fuente de
cafeina ingerida dependen de los habitos y costumbres de la poblacion (Blaszczyk-
Bebenek et al., 2018), en el sur de Polonia la principal fuente de cafeina durante el
embarazo fue el té negro, seguido del café. En nuestra poblacion, el café como Unica
fuente de cafeina representd el 5% de la cafeina ingerida, mientras que el café y las
combinaciones aumentaron a 53% de las fuentes de cafeina. Ninglin caso de consumo de

té negro, verde o rojo fue informado en nuestra poblacion.
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Cafeina materno-fetal y metabolitos de transferencia transplacentaria.

La placenta es responsable de la nutricion fetal, y que también actlia como una
barrera para el paso de algunas sustancias. Entre las xantinas, la cafeina, un alcaloide
trimetilxantina, es el estimulante psicoactivo presente en el café, el té, bebidas
carbonatadas y energéticas (Comer et al., 2001; Interest, 2014). La tasa de transferencia
de farmacos al embrion y al feto es diferente de la magnitud de la transferencia de
farmacos porque diferentes factores determinan estas dos variables farmacocinéticas
(Nau, 1986). La cafeina puede atravesar la placenta sin dificultad y se acumula en el lado
fetal, que en teoria no tiene metabolismo (Mose et al., 2008).

Anteriormente, Hentges et al. (Hentges, Guedes, Silveira, & Procianoy, 2010),
Wierzejska et al. (Wierzejska et al., 2014), y Grosso et al. (Grosso, Triche, Benowitz, &
Bracken, 2008) midieron los niveles de cafeina en mujeres embarazadas y no encontraron
niveles terapéuticos de cafeina en una poblacion fetal, lo cual es similar a nuestro
hallazgo. Ademas, Grosso (Grosso et al., 2008) encontr6 niveles de teobromina mucho
mas bajos que los de nuestro estudio, aunque las caracteristicas genéticas y ambientales

en su poblacion de estudio pueden haber influido en los resultados.

Frecuencia de alelos y genotipos.

La frecuencia del polimorfismo CYP1A2 * 1F (rs762551) fue similar a la de
una poblacién mestiza chilena, 7.11% nativa, 30.02% heterocigdtica y 60.87% mutada
(Roco et al., 2012), y ligeramente mas alta que la de las poblaciones costarricenses y

japonesas (Cornelis, EI-Sohemy, & Campos, 2007; Kobayashi et al., 2013).
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CYP2EI es miembro de la familia citocromo P 450 que metaboliza varios xenobidticos y
pro-carcinogenos y se expresa no solo en el higado sino también en otros tejidos, como
rifion, pulmon, cerebro, tracto gastrointestinal, tejido mamario, placenta y linfocitos. Se
induce en varias afecciones patologicas, como el cancer, la obesidad y la diabetes tipo II,
lo que implica que esta enzima estd implicada en el metabolismo y en otros procesos
biologicos (Neafsey et al., 2009). A pesar de la descripcion detallada del papel de
CYP2ET1 en el higado, sus funciones en otros tejidos siguen sin estar claras (Neafsey et
al., 2009). En particular, dos polimorfismos participan en el metabolismo de la cafeina;
rs3813867 (CYP2E1*5A), cuya frecuencia en nuestro estudio fue similar a la reportada
en individuos americanos y asiaticos orientales y significativamente diferente de la
reportada para poblaciones caucasicas, del sur de Asia y africanas en el informe
internacional del genoma. La frecuencia de rs2031920 (CYP2E1*5B) fue similar a la de
las poblaciones estadounidenses y asiaticas orientales y significativamente diferente de la
de las poblaciones caucasica, sudafricana y africana (1000 Genomes Project Consortium
et al., 2015), esas similitudes o diferencias son reflejo de la migracioén de las diferentes
poblaciones a nivel mundial y tiene implicaciones sobre la susceptibilidad o resistencia a

algunas enfermedades o diferentes tipos de cancer.

Actividad metabolica en CYP1A2 y CYP2EI en el embarazo.

CYP1A2 y CYP2E1 son responsables del metabolismo de primer paso de
sustancias enddgenas y xenobioticas, en particular del metabolismo de primer paso de la
cafeina. Durante el embarazo, y especialmente a partir del segundo trimestre, la actividad

metabolica del CYP1A2 se reduce hasta en un 65% y la actividad metabolica de CYP2E1
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y otros citocromos aumentan (Tasnif et al., 2016). Diferentes factores en el ambiente son
importantes porque podrian activar o inhibir el rendimiento de los citocromos. Por
ejemplo, fumar y la exposicion a hidrocarburos aromadticos (humo de tabaco,
contaminacion y exposicion ocupacional al humo de carbono) inducen la actividad de
CYP1A2, mientras que el consumo de alcohol, alimentos con nitrosaminas (carne asada)
y la inhalaciéon de hidrocarburos aromaticos volatiles son inductores y sustratos

importantes de CYP2E1 (Neafsey et al., 2009).

La actividad metabdlica del citocromo se expresé como la tasa de conversion
entre el producto y el sustrato. Por lo tanto, la actividad de CYP1A2 se puede expresar
mediante la relacion de Paraxantina: Cafeina. En consecuencia, la actividad de CYP2E1
puede expresarse por la relacion Teofilina: Cafeina o la relacion Teobromina:Cafeina
(Eichelberger et al., 2015; Neafsey et al., 2009).

En la tabla 7 se compar6 la presencia de diabetes gestacional, hipertension y la
exposicion de esteroides prenatales con la actividad metabolica de los citocromo; no se
encontrd diferencia entre la presencia de diabetes mellitus, aunque las pacientes
expuestas a la enfermedad fueron solo 3 individuos lo que podria representar un sesgo, en
cuanto a la presencia de hipertension durante el embarazo se encontré diferencia
significativa en la actividad metabolica de CYP2E1 (representado por la relacion
nanomolar de Teobromina:Cafeina) p= 0.015, en el resto de las actividades metabolicas
no hubo diferencia, esto puede representar modulacion de la actividad metabolica por la
hipertension presente durante el embarazo; en cuanto a la exposicion a esteroides

prenatales el valor p fue de 0.006, lo cudl podria representar la modificacion adicional al
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metabolismo de los citocromos por la presencia de hipertension, en el caso de los
esteroides prenatales, estos podrian potenciar el efecto bloqueador de la actividad
metabolica producido por los esteroides placentarios sobre CYP1A2. La Tabla 8 muestra
datos sobre el efecto de las exposiciones ambientales seleccionadas en nuestra cohorte de
madres embarazadas sobre las actividades metabdlicas de CYP1A2 y CYP2EIL. Se
encontraron diferencias significativas en la actividad metabolica del CYP2E1 en las
madres que consumieron carne asada durante el embarazo (que fue casi la mitad de la
muestra) en comparacion con las que no lo hicieron (prueba U de Mann-Whitney, p =
0,03). El consumo de carne asada en el noreste de México es muy comun, con una

frecuencia de una a dos veces por semana en algunas familias.

Factores que modifican el metabolismo de la cafeina.

Las madres que ingirieron acetaminofén tuvieron una actividad metabdlica
CYP2E1l mas alta (P <0.01) que el grupo no expuesto. De hecho, a pesar de que la
cafeina y sus metabolitos solo se detectaron en cuatro madres que habian ingerido
acetaminofén, mostraron el mayor efecto. No se encontrd ninglin efecto con respecto a la
exposicion ocupacional al humo de carboén.

El metabolismo del acetaminofén a través de citocromo 2E1, puede producir N-
acetil-p-benzoquinonaimina (Ramachandran & Jaeschke, 2017). En los neonatos
prematuros, la conjugacion hepatica con acidos glucuronicos y los mecanismos de
sulfuracion para metabolizar y detoxificar el acetaminofén son deficientes, mientras que
el sistema de glutation, a pesar de estar presente, tiene una capacidad de reaccion muy

limitada (Kiister et al., 2011). Este escenario aumenta la posibilidad de toxicidad neonatal
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si la madre ingiere acetaminofén durante el embarazo, ya que el acetaminofén se difunde
libremente a través de la placenta y puede activar el CYP2EI neonatal. Si por cualquier
circunstancia después del nacimiento, este medicamento se administra al bebé prematuro
(van den Anker & Allegaert, 2018), podria facilmente provocar efectos toxicos. Ademas,
segun nuestro conocimiento, este informe de la modulacion de la actividad metabolica del
CYP2EI por ingestion esporadica de acetaminofén durante el embarazo es el primero en
abordar este problema.

En México, asi como en los Estados Unidos y en muchos otros paises, el
acetaminofén es uno de los analgésicos de eleccion durante el embarazo (Servey &
Chang, 2014), y esta disponible para compra libre en el mostrador de las farmacias.

El consumo de cafeina es una practica habitual en nuestra poblacion, por lo que
la poblacion debe de ser informada de los posibles riesgos que representa el consumo de

este y otros farmacos como el acetaminofén.

Limitaciones
Finalmente reconocemos que la muestra donde mayormente se vieron los efectos
es muy pequefia y seria importante hacer un estudio con mayor nimero de pacientes para
confirmar la presencia de este fendmeno, sin olvidar que este fue un estudio
observacional donde se eligié a un grupo de madres con embarazo pretérmino y la ingesta

de acetaminofén fue eleccion durante el embarazo de las madres.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

e [atasa de ingesta de cafeina en nuestra muestra de poblacion fue similar a la
reportada en otras poblaciones latinoamericanas (Reyes & Cornelis, 2018).

e La activacion metabdlica de CYP2E]1 participa en la farmacocinética de la cafeina
exdgena, lo que llevd a un aumento en la tasa de conversion a teobromina.

e El consumo de carne asada y la ingesta de acetaminofén durante el embarazo
modifico la actividad metabdlica del CYP2EL, y este efecto fue aun mayor con la
ingesta de acetaminofén.

e Laingesta auto reportada de cafeina presentd una muy pobre concordancia con la
medida en sangre por lo que en nuestra muestra la utilizacion del autoreporte
sobre expresé el consumo de cafeina y no fue una buena alternativa para valorar
el consumo de cafeina.

e Las fuentes principales de ingesta de cafeina fueron los refrescos de cola, lo cual
es un reflejo del consumo en toda la poblacion en el noreste de México, por lo que
es muy importante realizar campafias de concientizacion para disminuir el

consumo de refrescos de cola por los riesgos que implica su uso.
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