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Las enzimas involucradas en el metabolismo
de la cocaina: Una nueva aproximacion
farmacolégica para el tratamiento
de la intoxicacion por sobredosis de cocaina

Alberto Salazar-Judrez,' Susana Barbosa Méndez,' Noé Jurado,' Benito Antén'?

Articulo de revisién

ABSTRACT

Introduction
New therapeutic strategies against cocaine overdose toxicity have
been developed. These new approaches are based on the design and
synthesis of proteins involved in the destruction of cocaine before it
has a chance to penetrate nerve tissue.

Obijective
To review the progress in the effect of the increase in the catalytic
activity of BChE and hCE enzymes produced for the treatment of pa-
tients in cocaine overdose toxicity conditions in order to determine the
advantages and disadvantages of its use. lts potential future use in
patients channeled by a cocaine overdose is also explored.

Method
A bibliographic search was conducted using PubMed; descriptors
were “cocaine”, “hydrolase”, “esterase” and “butyrylcholinesterase”.
220 papers were obtained and 126 papers were used for these re-

view.

Results
The BChE, COCH and Coce bacterial enzymes significantly decrease
the levels of cocaine in blood and brain and thereby attenuate the
effects of a cocaine overdose.

Discussion and conclusion
The results obtained in animal models suggest the potential therapeu-
tic use of these enzymes in humans to rapidly inactivate cocaine and
develop treatments to stop deaths associated with cocaine overdose
intoxication. These enzymatic approaches offer a novel therapeutic
application to treat cocaine overdose.

Key words: Addiction, cocaine, enzymes and pharmacotherapy.

RESUMEN

Introduccién
Se han desarrollado nuevas estrategias terapéuticas contra la toxi-
cidad por sobredosis de cocaina basadas en el aumento en la ac-
tividad catalitica de enzimas que participan en la destruccién de su
molécula, antes de que fenga la oportunidad de penetrar el tejido
nervioso.

Objetivo
Describir los avances en el efecto del aumento en la actividad cataliti-
ca de las enzimas BChE y las hCE, producidas para el fratamiento de
pacientes en condiciones de toxicidad por sobredosis de cocaina, asi
como mencionar sus ventajas y desventajas y su potencial uso futuro
en pacientes infernados por una sobredosis de cocaina.

Método
Se realizé una bisqueda bibliogréfica por medio del PubMed, usan-
do como descriptores las palabras “Cocaine”, “hydrolase”, “este-
rase” y “butyrylcholinesterase”. Se obtuvieron 220 articulos de los

cuales se usaron 126 para esta revisién.

Resultados
Las enzimas BChE, COCH y CoCe bacteriana disminuyeron significa-
tivamente los niveles de cocaina en la sangre y el cerebro y con ello
atenuaron los efectos de una sobredosis de cocaina.

Discusion y conclusién
Los resultados obtenidos en modelos animales sugieren el potencial
terapéutico del uso de estas enzimas en humanos, para inactivar
répidamente a la cocaina y desarrollar tratamientos para evitar las
muertes asociadas con la infoxicacién por sobredosis.
Estas metodologias enzimdticas ofrecen una aplicacién terapéutica
novedosa para el fratamiento de la sobredosis.

Palabras clave: Adicciones, cocaina, enzimas, terapia farmaco-
l6gica.
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INTRODUCCION

La farmacopea clasica empleada para atenuar y/o abolir
la dependencia a drogas de abuso ilegal, con alta potencia
adictiva como la cocaina, ha demostrado una eficacia tera-
péutica limitada, tanto al corto como al largo plazo.'” Ba-
sado en este desalentador panorama clinico-terapéutico,
desde hace mas de una década diversos investigadores han
desarrollado nuevas estrategias terapéuticas contra la adic-
ci6én a drogas como la cocaina.**

Algunos grupos de investigacion han desarrollado tera-
pias farmacoldgicas mediante el uso de nuevos farmacos,*
otros han validado métodos de inmunoterapia basados en
procedimientos de vacunacion activa y pasiva”® y unos mds
han explorado el uso de proteinas que involucran la destruc-
cién de la molécula de cocaina, antes de que tenga la opor-
tunidad de cruzar la barrera hemato-encefélica y penetrar
en el tejido nervioso (figura 1-B), como es el aumento en la
actividad catalitica de enzimas como la butiril-colinesterasa
(BChE)*'y la carboxilo-esterasas hepaticas (hCE-1 y hCE-2).

Diversos estudios epidemiolégicos han reportado que
un gran porcentaje de las muertes relacionadas al abuso de
cocaina estan generalmente relacionadas a una intoxicacién
por una sobredosis, debido principalmente a que se care-
ce de una terapia eficaz.!> Desde hace varios afios diversos

A Cerebro

Enzimas esterasas
de la cocaina

Cocaina

B Cerebro

Figura 1. (A) La cocaina rapidamente se localiza dentro de los va-
sos sanguineos, cruza la barrera hemato-encefélica y alcanza a su
sitio blanco dentro del cerebro. Dentro de los vasos sanguineos se
localizan enzimas que hidrolizan a la cocaina (BChE, CocE), pero
son pocas y su capacidad hidrolitica es limitada, por lo que son
poco eficientes. (B) Cuando se administran enzimas puras o modi-
ficadas genéticamente (incrementa su capacidad de hidrdlisis y su
vida media) capturan rapidamente a la cocaina dentro del vaso, la
hidrolizan en sus metabdlitos inactivos e impiden que se lleven a
cabo sus efectos reforzantes o toxicos.
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grupos de investigacion han realizado estudios encamina-
dos a desarrollar y validar algunas estrategias terapéuticas
con relativo éxito. Como se menciond anteriormente, una de
estas estrategias ha sido el aumento en la actividad catalitica
de las enzimas encargadas de metabolizar a la molécula de
la cocaina. Se han reportado diversos estudios describiendo
como, mediante técnicas de biologia molecular, se ha logra-
do potenciar la actividad de esta(s) enzima(s); otros estudios
han descrito el efecto del tratamiento con estas enzimas en
roedores y en humanos. Sin embargo, se carece de una re-
vision que describa los beneficios, ventajas, desventajas y el
potencial uso futuro del aumento de la actividad catalitica
de las enzimas encargadas de metabolizar a la cocaina, la
BChE y las hC. El objetivo de esta revision fue analizar los
avances cientificos relacionados con el aumento en la activi-
dad catalitica de las enzimas BChE y las hCE, con el fin de
describir sus principales efectos biol6gicos y su posible uso
para el tratamiento de pacientes en condiciones de toxicidad
por sobredosis de cocaina.

METODO

La basqueda bibliografica se realiz6 usando el motor de
busqueda “Entrez PubMed”; en la busqueda se utilizaron
las siguientes palabras clave: Cocaine, butyrylcholinestera-
se, hydrolase y esterase. La btusqueda se realiz6 abarcando
un periodo de enero de 1970 a diciembre de 2015. El algo-
ritmo de busqueda fue: (“cocaine”[MeSH Terms] OR “co-
caine”[All Fields]) AND (“hydrolases”[MeSH Terms] OR
“hydrolases"[All Fields] OR “hydrolase”[All Fields]) AND
(“esterases”[MeSH Terms] OR “esterases”[All Fields] OR
“esterase”[All Fields]) AND ("cholinesterases”[MeSH Terms]
OR “cholinesterases”[All Fields] OR “butyrylcholinestera-
se”[All Fields] OR “butyrylcholinesterase”[MeSH Terms]).

Los criterios de inclusién fueron: 1) Estudios publica-
dos en revistas internacionales indexadas, 2) articulos de
investigacion basica, preclinica, clinica y de revision que 3)
describan la estructura, bioquimica y cinética de las enzimas
BChE y hCE, asi como la caracterizacion del efecto biologi-
co-terapéutico y de seguridad biolégica, 4) en animales (roe-
dores, conejos y primates) y humanos adultos, 5) estudios
que se realizaron en Estados Unidos, Canadd y la Comuni-
dad Europea y 6) que fueron publicados en idiomas inglés,
francés y espafiol.

Los criterios de exclusién fueron: que los articulos fue-
ran 1) editoriales, opiniones de expertos o comunicaciones
a congresos, 2) que los articulos, en su contenido, no in-
cluyeran informacién acerca del objetivo del estudio, 3) su
contenido se encontrara repetido en el contenido de otro
articulo.

El analisis de los resultados indic6é que la bisqueda bi-
bliografica arrojé un total de 220 articulos, de los cuales sélo
126 fueron considerados para la inclusién en esta revision.
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De estos 126 articulos, 97 son articulos de investigacion,
nueve de investigacién clinica, un meta-analisis y 19 articu-
los de revision (figura 2).

RESULTADOS
Butiril-colinesterasa

La cocaina, una vez ingerida, es metabolizada casi en su
totalidad. La principal via de transformacion es la hidré-
lisis enzimatica, siendo las esterasas plasmaticas (BChE) y
hepéticas (hCE-1) las principales enzimas responsables de
la formacion de sus metabdlitos: éster de metilo-ecgonina,
ecgonina y benzoil-ecgonina (figura 1-A).

La BChE es la principal enzima que metaboliza a la co-
caina en el plasma, tanto en humanos como en otras espe-
cies.31¢

La vida media de la BChE en el plasma de los animales
es de aproximadamente 21.6 horas'”"? y metaboliza rapida-
mente a la molécula de cocaina®* en el metabolito éster de
metilo-ecgonina; en cambio, las enzimas hepaticas transfor-
man a la cocaina en los metabdlitos norcocaina y benzoi-
lo-ecgonina.?**# Este cambio en el perfil metabélico de la
cocaina tiene importantes implicaciones fisiol6gicas. Algu-
nos estudios han demostrado que la benzoil-ecgonina es
un potente vaso-constrictor®* y genera crisis convulsivas;*
por su lado, la norcocaina es un metabolito muy hepatoto-

xico y un poderoso anestésico local.*>** En cambio, el éster
de metilo-ecgonina no genera ningtn efecto fisiol6gico ad-
verso y es rapidamente eliminado por el rifién, por lo que el
incremento en la concentracion de este metabolito no genera
efectos toxicos en el sujeto.*

Diversa evidencia clinica sugiere que la actividad de
la BChE enddgena esta inversamente correlacionada con la
severidad de la toxicidad que la cocaina puede generar en
humanos.** Los niveles normales de BChE varian entre los
individuos y son dependientes de la edad, el estado de salud,
la exposicion a toxinas ambientales y a factores genéticos.”

Algunos reportes clinicos indican que los individuos
que sufren de graves problemas médicos después del uso
de la cocaina, tienden a mostrar una menor actividad en la
BChE plasmatica que aquellos que experimentan proble-
mas menos severos.**? Adicionalmente, algunos estudios
genéticos han reportado que en casos extremos de intoxi-
cacion con cocaina, los pacientes homocigotos muestran, o
bien una variante “silente” de la BChE, la cual no expresa
actividad catalitica detectable,** o bien niveles bajos de ex-
presion de la BChE, o incluso muestran variantes defectuo-
sas o “atipicas” de la enzima. Estos pacientes experimentan
respuestas prolongadas a la cocaina. Estudios in vitro de-
mostraron que la BChe proveniente de sueros de pacientes
atipicos, muestran una disminucion del 50% en la capacidad
para hidrolizar a la cocaina en el plasma,*“ lo cual sustenta
la importante labor que lleva a cabo la BChE en el suero de
sujetos dependientes a la droga.

Registros identificados
a través de bisqueda
de base de datos

(n = 220)

Registros
identificados a través
de oftras fuentes

(n=0)

Identificacién

Registros duplicados
retirados (n = 220)

y

Registros

Registros seleccionados

(n = 220)

Registros excluidos

- (n=73)

y

Avrticulos de texto completo
evaluado para la elegibilidad
(n=147)

Elegibilidad

- demasiado especializado 7
\ — fuera del objetivo de estudio 4

y

Nomero de estudios incluidos
en sintesis cualitativa (n = 125)

Inclusién

Articulos excluidos con razén (n=22)

- contenido repetido 5
- idioma distinto O
- no acceso a la publicacién 6

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de seleccién del estudio.
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Algunos estudios pioneros han reportado que pacien-
tes dependientes a la cocaina que han recibido BChE huma-
na purificada (obtenida de suero de donantes), no han pre-
sentado eventos clinicos adversos hasta por dos dias,** lo
cual sugiere que la administracién de BChE podria ser una
terapia ttil para tratar a pacientes dependientes a la cocaina.

En modelos animales, la administracién diaria por siete
dias de cocaina (20 mg/kg ip.), a ratones knockout de BChE,
el cual expresa una baja o nula actividad para catalizarla,
gener6 rapidamente cardiomiopatias, depresion respirato-
ria (aproximadamente por 12 horas), patrones respiratorios
anormales (apneusis) y, a nivel histolégico, hepatotoxicidad
significativa y fibrosis peri-vascular cardiaca.”® En cambio,
ratones con una expresiéon de BChE normal recuperaron el
ritmo respiratorio a valores normales 30 minutos después
de la dosificacién y no mostraron apneusis ni hepatotoxi-
cidad.**!

Recientemente se report6 el desarrollo de un ratén mu-
tante-doble, el cual mostraba una expresién nula de la car-
boxyl-esterasa y de la BChE. Cuando se administré una dosis
letal de cocaina (100 mg/kg), los ratones doble knockout mos-
traron un incremento (2.5 veces) en la duracién de los signos
téxicos (hipotermia, hiperactividad, conductas estereotipa-
das, efectos oculares y flexién dorsal de la cola) en compa-
racion con la duracién mostrada por el raton BChE naive.

Diversas evaluaciones han reportado que la adminis-
traciéon de BChE (15 000 o 5000 IU, iv.), derivada de suero
de caballo, disminuy6 la vida media de la cocaina de 26.2
minutos a 16.4 minutos en el plasma de roedores, gatos y
primates.**>*® Ademas, in vitro, la BChE de roedores, pri-
mates y humanos, también incrementé el metabolismo de
la cocaina.>*®

Con respecto a los niveles de cocaina en el cerebro, la
administracién de BChE (7.8 mg/kg, iv.) a ratas, redujo la
concentraciéon de cocaina en un 80% a los cuatro minutos, un
30% alos 45 minutos y un 25% a los 52 minutos posteriores a
la administracién de cocaina (30 mg/kg, ip.).25"%

En ratas se ha reportado que la administracion intrave-
nosa de 5000 IU, de BChE derivada de suero de caballo se-
guido de la administracién intraperitoneal de 17 mg/kg de
cocaina produjo una atenuacion significativa de la actividad
locomotora inducida por su administraciéon, en sesiones de
120 minutos.®* También disminuy6 de manera temporal el
restablecimiento de su auto-administracion.®"-*

En roedores y primates la toxicidad aguda inducida por
una sobredosis de cocaina estuvo marcada por un incremento
en la presioén sanguinea, una disminucién en el ritmo cardia-
co, hipertension, bradicardia, supresién respiratoria y con-
vulsiones ténico-clonicas, estas tltimas estan asociadas con
crisis epilépticas y son los mecanismos primarios, responsa-
bles de la letalidad inducida por la sobredosis de cocaina.*®>*

La administraciéon de una dosis de BChE de 7.8 mg/
kg, iv. increment6 los niveles plasmaticos de la enzima a
mas de 800 veces de lo normal, lo cual evit6 la hipertension
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y las arritmias cardiacas inducidas por una sobredosis de
cocaina, en ratas (Lynch 1997). Dosis mas altas (13.7 0 27.4
mg/kg) disminuyeron la incidencia de crisis convulsivas y
muerte producidas por dosis de hasta 80 mg/kg, ip., en el
rat6n.®

Sin embargo, a pesar de su disposicion estratégica en
la circulacién, la eficiencia catalitica de la BChE humana es
muy baja y depende de muchos factores. En situaciones de
exposicién aguda a concentraciones toxicas de cocaina, la
BChE es facilmente superada.®”

Con el objetivo de aumentar la capacidad catalitica de
la BChE humana, diversos grupos de investigacion realiza-
ron mutaciones sucesivas a la hBChE.”® Al introducir una
simple mutacién, alanina 328-tirosina, en células transfecta-
das de ovario de hamster, algunos grupos de investigacion
lograron incrementar la velocidad de hidrélisis de la cocaina
por un factor de 4;”* en cambio, si la mutacion era una ti-
rosina 332-alanina, la velocidad de reaccién aumentaba 40
veces. En ratas, la administracion de la BChE mutante blo-
qued las crisis convulsivas y la letalidad inducida por una
sobredosis de cocaina (100 mg/kg, ip).”

Hidrolasa de la cocaina

Posteriormente, mediante estudios de disefio molecular por
computadora y de ingenieria genética,”** se generaron di-
versas enzimas capaces de hidrolizar a la cocaina a partir de
la BChE humana, a las que se les denominé hidrolasas de la
cocaina (hCocE). Después se disefié6 un doble mutante lla-
mado “hCocH", un mutante cuadruple denominado “AME-
359”5182 y recientemente se reporté una hBChE con cinco
mutaciones simultdneas: “*hCocH2".%

In vitro, la hidrolasa “hCocE" (A328W/Y332A-BChE)
tuvo la capacidad de aumentar hasta por 1500 veces la efi-
ciencia catalitica mostrada por la BChE.®*# Sin embargo, a
pesar del incremento en la eficiencia en la hidrdlisis de la co-
caina, la enzima no fue capaz de hidrolizar a la acetilcolina.

Cuando se administré la hCocE (3 mg/kg iv.) a ratas,
ésta fue capaz de remover rapidamente la cocaina de los
vasos sanguineos, reduciendo la vida media de la cocaina
de 52 a 18 minutos, disminuy¢ la concentracién de cocaina
en el plasma, reduciendo asi su acumulacién en el SNC, e
increment6 los niveles plasméticos de acido benzoico, un
producto no téxico de la hidrélisis de la cocaina.¥748

In vivo, la hCocE disminuy®6 la actividad locomotora y
atenud la respuesta cardiovascular (presion sanguinea) in-
ducida por la droga.®**

En estudios de sobredosis de cocaina, en ratas, la hCocE
ha demostrado una eficiencia catalitica y selectividad supe-
rior, comparada con la hBChE. La hCocE bloque¢ eficiente-
mente los efectos cardiovasculares y neuroldgicos inducidos
por dosis letales (180 mg/kg ip.) en rata y primate.® Asi, 1
mg/kg de hCocE protegit al 100% de los animales que reci-
bieron una dosis téxica de cocaina (180 mg/kg), en cambio,
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la administracién de 13 mg de BChE fall6 en proteger a ratas
de la letalidad inducida por una dosis similar. Ademas, la
hCocE dada a ratas después de la aparicion de las crisis con-
vulsivas no sélo acort6 la duraciéon de éstas sino que tam-
bién salvo6 al sujeto de la muerte.”*

Sin embargo, a pesar de estos resultados, una gran des-
ventaja de la hCocE es que tiene una vida media muy corta
(< 10 minutos) en el plasma, lo cual no le permite ejercer su
proteccion a largo plazo.

Esterasa bacteriana de la cocaina

La bacteria rhodococcus sp., MB1, es capaz de producir una
esterasa, la bCocE, capaz de hidrolizar a la cocaina tanto in
vitro como in vivo.” La actividad enzimatica de esta esterasa
se logré incrementar hasta x1000 veces mas en comparacién
con la mostrada por la hBChE humana, 105-106 veces mas
rapida que un anticuerpo monoclonal.”®

La administracion de bCocE atenué el restablecimien-
to de la conducta de basqueda de la droga en animales
entrenados previamente a auto-administrarse la cocaina y
bloque6 el incremento en la actividad locomotora, inducido
por ella.””

Ademas, la bCocE, en dosis de 28 mg/kg, restaur6 ra-
pidamente (tres minutos) la presién sanguinea, disminuyé
la hipertension, la arritmia cardiaca y redujo la toxicidad in-
ducida por una sobredosis (100 mg/kg, ip.), previniendo la
muerte por crisis convulsivas, en ratas y en el ratén.”

Sin embargo, a pesar de su eficiencia las enzimas de
mamiferos son mds estables in vivo que las bacterianas. La
esterasa bacteriana de cocaina inyectada a ratas tuvo una
vida media de s6lo 15 minutos, comparada con ocho horas
para la CocH-albimina humana.*

Los factores que intervienen en la duracién de la vida
media de la bCocE son multiples, pero los més relevantes
son la respuesta inmune generada por el huésped en contra
de la enzima y la temperatura. Brim et al. reportaron que el
proceso de eliminacién de la bCocE bacteriana fue depen-
diente de la temperatura (termolébil). La bCocE tiene una
vida media de s6lo 11 minutos a 37°C.*”

Por su lado, Ko et al. demostraron que a pesar de que
la bCocE es una proteina de bacterias muy grande, por lo
que es probable que pueda generar una respuesta inmune
potente, la bCocE retiene su efectividad después de una o
multiples exposiciones, lo cual sugiere que la CocE es un
antigeno débil y no es capaz de generar una respuesta in-
mune robusta.'” Esto sugiere que la temperatura enddgena
humana es el principal obstaculo para su uso, como agente
terapéutico eficaz.

Esterasas mutantes

Dado que la esterasa bacteriana es inestable a temperatu-
ras fisiolégicas, diversos grupos de investigacion realizaron
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una serie de mutaciones encaminadas a mejorar la estabili-
dad de la proteina a diferentes temperaturas. Los mutantes,
denominados T172R, G173Q y L196K mostraron una estabi-
lidad significativa in vitro, a 37°C. Cuando se evaluo, in vivo,
el mutante T172R mostr6é una vida media de 78 minutos,
mientras que los mutantes G173Q y L196K tuvieron una
vida media de 75 y 403 minutos, respectivamente, a 37°C.
Con respecto a su actividad hidrolitica, el mutante G173Q
no mostré ninguna alteracién en su actividad catalitica; en
cambio, el mutante T172R y el doble mutante T172R-G173Q
mostraron un incremento (de tres veces) en la capacidad
para hidrolizar a la cocaina. En cambio, el mutante L196K
mostré un incremento (de ocho veces) en su eficiencia ca-
talitica 101102

De manera paralela, Gao et al., con el afdn de aumen-
tar la actividad hidrolitica de la BChE, generaron un mu-
tante denominado AME-359.!® Esta enzima demostré una
capacidad impresionante para hidrolizar a la cocaina en el
plasma.'®1% Su eficiencia catalitica se incremento x100 veces
mas que la actividad catalitica mostrada por la BChE nativa
humana y fue 450 veces mas alta que la reportada para la
CocE y la bCocE.*%

Cuando se administré la AME-359 en una dosis de 0.5
mg/kg disminuy6 de manera mas eficiente, en comparacion
con el tratamiento con 3 mg/kg de CocE, la toxicidad car-
diovascular inducida por una sobredosis de cocaina.'®

Recientemente se ha descrito la produccién de mutan-
tes de la BChE humana en plantas transgénicas (Nicotinia
benthamiana). El primer mutante que se desarroll6 utilizan-
do esta aproximacién fue un doble mutante de la BChE, el
A328W/Y332A. Este mutante mostré un aumento significa-
tivo en su actividad hidrolitica contra la cocaina.'””

Las propiedades cataliticas de este mutante (llama-
do variante 1) fueron subsecuentemente mejoradas al in-
troducir mutaciones adicionales en diferentes sitios de la
BHCE humana para crear las llamadas: variante 2 (F227A/
S287G/ A328W/Y332A), variante 3 (A199S/5S287G/ A328W/
Y332G), variante 4 (A199S/F227A /S287G/ A328W /Y332G) y
5 (F227A/S287G/ A328W /Y332G), siendo la variante 4 de la
BChE humana la mas eficiente en hidrolizar a la cocaina.'” %

Recientemente, Hou et al. evaluaron la capacidad ca-
talitica de dos mutantes de la BChE humana, el E14-3 y el
E12-7, para hidrolizar a la cocaina-etileno, un producto to-
xico de la cocaina. I vitro, la enzima E12-7 mejor6 hasta por
817 veces la eficiencia catalitica de la BChE humana; in vivo,
la E12-7 fue capaz de hidrolizar eficientemente en ratas a la
cocaina-etileno, a la cocaina y a la norcocaina.'”

Terapia génica
Otros grupos de investigaciéon desarrollaron y validaron
otros protocolos de transferencia genémica, donde se trans-

firi6 el gen de la CocH humana a un huésped, por medio de
un vector adenoviral, con el fin de generar altos y sostenidos
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(por algunos meses) niveles plasmaticos de la hidrolasa de
cocaina. Para ello, el DNAc de la CocE humana fue incorpo-
rada dentro de un vector adenoviral tipo 5 con un promotor
de citomegalovirus (hdAD),"? el cual podia traducir el gen
de la CocE humana por algunos dias o semanas, en ratas,
generando notorias y sostenidas cantidades de la hidrolasa
en el higado,"! incrementando la eficiencia catalitica de la
proteina traducida, hd AD-CocH, comparada con la BChE
de rata, hasta por un factor de 50 000 veces mas.%

Otros estudios reportaron que la administracién de
dosis altas del vector, elevaron la actividad catalitica de la
CocH hasta por 1000000 veces, sin reacciones secundarias
aparentes.'”>"* De hecho, Murthy et al. reportaron que la te-
rapia de transferencia del vector hd AD-mCocH no gener6
efectos adversos secundarios sobre el funcionamiento del
sistema colinérgico; los sujetos mostraron funciones cogniti-
vas y motoras inalteradas.'

La administracién del vector hd AD-CocH (3mg/kg) ara-
tas o ratones disminuy¢ la vida media de la cocaina y atenud
los efectos cardiovasculares inducidos por diferentes dosis."
Ademas, disminuy6 dramaticamente el restablecimiento de
la bisqueda de la droga en el modelo de auto-administracién
(0.4 mg/kg) hasta por seis meses,"! pero no alteré la conduc-
ta de ingestiéon de agua o alimento, tampoco modificé la au-
to-administracion de anfetaminas (0.05 mg/kg) ni disminuyé
la actividad locomotora.'

Esto sugiere que el vector hdAD-mCocH no alteré la
eficiencia motora o la motivacién relacionada a la busqueda
de la droga, al contrario, su efecto es especifico para el refor-
zamiento producido por la cocaina.*

Recientemente se report6 la transferencia de la mutante
de la CocH humana, AME359, a ratas, mediante el vector
hdAD-hCocH. La administracién de este vector disminuyd
la concentracién de cocaina en el plasma, previno la activi-
dad locomotora inducida por ella, el restablecimiento de la
conducta de biisqueda de la droga hasta por seis meses y
disminuy® la letalidad después de una sobredosis, en ratas
(120 mg/kg)."™

Otros estudios han reportado la transferencia de la
CocH bacteriana mediante el uso de bacteriéfagos. Los bac-
teriéfagos son virus que tienen la capacidad de entrar al to-
rrente sanguineo y cruzar la barrera hemato-encefalica con
facilidad; son capaces de tolerar una variedad de condicio-
nes adversas como Ph extremos y tratamientos con nuclea-
sas y enzimas proteoliticas,'” lo que hace al bacteriéfago un
buen medio a través del cual se puede transferir al Sistema
Nervioso Central moléculas exégenas, que por su tamafo el
sistema inmune o enzimatico del huésped las pueden retirar
rapidamente de la circulacién, como la CocH.

Howell et al. reportaron que la transferencia de la
CocH bacteriana, mediante un bacteriéfago, a Macacos Rhe-
sus, elimind a la cocaina del cerebro tres veces més rapido
que cuando se administré de manera sistémica. Esta ruta
de administracion atenud los efectos reforzantes de la co-
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caina'® y evit el incremento en la presion sanguinea y en
la frecuencia cardiaca después de la administracién de una
sobredosis.'®

Rogers et al. lograron la expresion de la CocE humana
usando la proteina III (pIIl) y la proteina IX (pIX) de la cu-
bierta de un bacteri6fago. Ambas preparaciones, CocE-plII
y -pIX, fueron reproducibles y generaron una alta actividad
catalitica.’

Recientemente, Murthy et al. lograron transferir una
BChE mutada a ratones. La transferencia mediante un
vector viral elevo los niveles de la enzima 1000 veces, en
comparacién con los niveles normales, incrementando la ca-
pacidad catalitica de la enzima por meses, siendo capaz de
eliminar a la cocaina en cuestion de segundos después de
aparecer en el torrente sanguineo. Adicionalmente, la BChE
mutada fue capaz de atenuar la preferencia de lugar y dis-
minuir la presién sanguinea y la letalidad inducida por una
sobredosis (80 mg/kg).""?

Terapia dual

Uno de los principales efectos de la administracion de sobre-
dosis de cocaina (100-120 mg/kg, ip.) es el dano permanente
alos musculos y al higado."'? Las terapias individuales como
la administracién de CocE humana (0.3 o 1 mg/kg) o de an-
ticuerpos monoclonales (10 o 20 mg/kg), o la inmunizacion
con un conjugado inmunogénico capaz de producir anticuer-
pos contra la cocaina, no han sido capaces de evitar estas al-
teraciones. Recientemente se ha reportado que el tratamiento
con una combinacién de estos agentes terapéuticos (enzima,
1 mg/kg-anticuerpo, 8 mg/kg, enzima, 1 mg/kg-100 ng
KLH-Norcocaina) proporcioné una completa protecciéon al
higado y a los musculos.">'* Ademas bloque6 completa-
mente la estimulacién locomotora inducida por 10 mg/kg
de cocaina,” lo cual sugiere que la combinacion de diferentes
terapias podria incrementar la proteccién contra las accio-
nes psicoestimulantes de la cocaina y sustentan su uso en
humanos como terapias de apoyo para lograr mantener la
abstinencia.'®

DISCUSION Y CONCLUSION

Como se menciono6 anteriormente, a la fecha actual se carece
de una terapia farmacoldgica eficaz en contra de los efectos
inducidos por la cocaina,'? sobre todo en situaciones de in-
toxicacién por sobredosis. Una opcién terapéutica es el uso
y validacién de nuevas terapias alternativas.’*

En un gran porcentaje, los adictos a la cocaina fallecen
cuando consumen sobredosis, lo que provoca alteraciones
de tipo cardiovascular, cerebro-vascular, convulsiones y/o
la muerte. De tal forma, basados en la necesidad urgente
de contar con una estrategia terapéutica alternativa, la va-
lidacién del uso de enzimas (BChE, COCH y CoCe bacte-
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riana) capaces de disminuir significativamente los niveles
de dosis, aun en rangos letales de cocaina, tanto en la san-
gre como en el cerebro,”'’ le proporcionaria a los servicios
de emergencia una herramienta terapéutica tinica que les
permitiria disminuir eficazmente los efectos letales de una
sobredosis.'” Adicionalmente a su uso en situaciones de
intoxicaciéon por sobredosis, estudios en animales permiten
sustentar el potencial terapéutico del uso de estas enzimas
en humanos para inactivar rdpidamente a la cocaina y de-
sarrollar tratamientos para evitar las recaidas y mantener la
abstinencia.'?'%

Estudios clinicos de fase I han mostrado que la trans-
ferencia de la BChE humana pura o recombinante (TV-138)
a sujetos sanos fue una terapia bien tolerada y segura.'* El
tratamiento con diferentes dosis (50, 100 y 300 mg) de la
BChE-TV-138 facilit6 la abstinencia en pacientes dependien-
tes a la cocaina, disminuy6 su uso y atenuo los efectos refor-
zantes subjetivos generados por la droga.!>1%

Aunque estos estudios sugieren que una terapia basada
en el uso de una BChE humana es segura y podria ser util
en mantener la abstinencia en sujetos dependientes; como
sucede con otras terapias como la vacunacién activa o pa-
siva, esta terapia tiene ciertas limitaciones: 1) su eficiencia
depende de la permanencia de la enzima en el torrente san-
guineo, 2) es una terapia que sélo podra evitar que la droga
cruce la barrera hemato-encefalica de manera temporal, no
por periodos prolongados de tiempo; por lo tanto, 3) su uso
esta restringido a ciertas poblaciones de sujetos, sobre todo
aquellos que se encuentren en una situacién de intoxicacién
por una sobredosis.

En este sentido, se requiere de estudios futuros en los
que se evalte la eficacia y la seguridad biolégica del uso de
esta terapia, junto con terapias farmacolégicas, inmuno-far-
macolégicas o psicolégicas.

Por otro lado, esta revisién bibliografica tiene una serie
de limitaciones: a) la basqueda bibliografica no se ampli6
a otros motores de btisqueda como Biological abstracts,
Google Schoolar, Live Search Academic, etc., b) no se rea-
liz6 el truncamiento de los descriptores utilizados, c) no se
llevé a cabo la revision de las referencias bibliogréficas de
los articulos incluidos en la revisién y d) el poco ntimero de
trabajos encaminados a describir el uso de esta estrategia
terapéutica en humanos en situaciones de intoxicacion por
sobredosis de cocaina, limita las conclusiones.

Estos estudios, sugieren que el aumento en la actividad
catalitica de las enzimas BChE y las hCE, podria ser una es-
trategia ttil para desarrollar una terapia alternativa para el
tratamiento de pacientes en condiciones de toxicidad por
sobredosis de cocaina.
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