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Resumen

La UGT1A®6 es una enzima de metabolismo de fase Il que
cataliza la glucuronidacion de farmacos ampliamente
utilizados. Se han reportado diferencias interétnicas en las
frecuencias de los distintos polimorfismos genéticos de
UGT1AG; sin embargo, no hay reportes de sus frecuencias
en poblacién mexicana. El objetivo de esta investigacién
fue determinar las frecuencias alélicas de UGT1A6
552A>C (Argl84Ser) en una poblacion mestiza mexicana
del estado de Puebla, uno de los estados con mayor riqueza
étnica del pais y compararlas con las frecuencias
observadas en otras poblaciones. Se obtuvo ADN de
sangre periférica de 40 adultos sanos y se identificaron los
alelos mediante la técnica de PCR-RFLP. Al comparar los
resultados de nuestra investigacion con los observados en
otros grupos étnicos, observamos que las frecuencias
alélicas fueron, mayores a las reportadas en poblacion
portuguesa y menores a las reportadas en poblaciones
japonesas, hinduds, chinas y griegas. Estos resultados
deben considerarse para tomar decisiones al momento de
elegir los farmacos administrados y ajustarlos al origen
étnico de una poblacién determinada.

UGT1AG6, Glucuronidacién, Polimorfismos

Abstract

UGT1AG is a phase Il metabolism enzyme that catalyzes
the glucuronidation of widely used drugs. Interethnic
differences in genetic polymorphisms of UGT1A6 have
been reported; however, there are no reports of their
frequencies in mexican population. The aim of this work
was to determine the frequencies of UGT1A6 552A>C
(Argl184Ser) in a mexican mestizo population of the state
of Puebla and compare them with the frequencies observed
in other populations. Peripheral blood was obtained from
40 healthy adults to extract DNA and identify UGT1A6
alleles by PCR-RFLP assay. When comparing the results
of our research with those observed in other ethnic groups,
we observed that the UGT1A6 mutant allele frequencies
were higher than those reported in the Portuguese
population and lower than those reported in Japanese,
Hindu, Chinese and Greek populations. These results must
be considered to make decisions when choosing the drugs
administered to different ethnic groups.

UGT1AG6, Glucuronidation, Polymorphisms
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Introduccion

La glucuronidacion es un proceso metabolico
esencial que es la base de la desintoxicacion de
muchos farmacos y otras sustancias que entran
al organismo por distintas vias. Se ha observado
que mdltiples medicamentos empleadas para
combatir enfermedades como el céncer, VIH,
leucemia linfocitica aguda, entre otras, han
provocado reacciones toxicas debido a
diferencias inter-pacientes en los procesos de
glucuronidacion [1].

La reaccion de glucuronidacion es
catalizada por las enzimas UDP-Glucuronosil
transferasas (UGTS) e involucra la adicion de
acido glucuronico a endobidticos y xenobidticos.
La glucuronidacién es una de las principales vias
a través de las que el cuerpo humano elimina no
solamente el 35% de los farmacos metabolizados
por enzimas de fase Il, sino también remueve
otras toxinas enddgenas o que se incorporan en
la dieta [2-4].

Las UGTs transforman  pequefias
moléculas lipofilicas, como los esteroides,
bilirrubina, &cidos biliares, hormonas vy
farmacos, en metabolitos excretables solubles en
agua. Estas enzimas metabolizan compuestos
tanto fenolicos como planares.

La super familia de genes UGT humanos
incluido UGT1A se encuentran en el cromosoma
2037.1, que codifica al menos 9 proteinas
funcionales con diferente N-terminal e idéntico
C-terminal. EI primer ex6n codifica el sitio de
unién al sustrato y es regulado por su propio
promotor. Las UGTs, son una super familia de
enzimas unidas a la membrana, localizadas
dentro del reticulo endoplasmico de las células,
se consideran entre las enzimas metabolicas de
farmacos maés relevantes (figura 1).

Las UGTs se expresan en distintos
organos, lo que permite que la mayoria de los
tejidos formen glucurénidos. Debido a la
regulacion tejido especifica de estas enzimas,
cada dérgano posee un patron distinto de UGTs

[5].
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Figura 1 Las enzimas UGTSs se encuentran unidas a la
membrana de reticulo endoplasmatico y catalizan
reacciones de glucuronidacion

Las familias de genes de UGT son
altamente polimorficas y algunas variantes
alélicas se asocian con alteraciones en la
actividad de glucuronidacion reduciendo los
mecanismos de desintoxicacion de compuestos
tanto  enddgenos como  exdgenos. El
polimorfismo UGT1A6 A522C, Argl84Ser
ubicado en el exon 1 del gen (figura 2), reduce
entre 30 y 50% la actividad de la enzima en
comparacion con la enzima codificada por el
alelo silvestre [6].

Uno de los 6rganos que expresa UGT1A6
es el cerebro, es inducida por carbamazepina
(CBZ) en cerebelo, corteza e hipocampo,
UGT1A6 cataliza la glucuronidacion de la
serotonina, un neurotransmisor que afecta el
estado de &nimo, el apetito, el suefio, la memoria
y el deseo sexual [1]. UGT1AG6 también cataliza
la glucuronidacion del Benzo(a)Pireno (B(a)P)
que se produce por la combustion incompleta de
materia orgénica y que se encuentra presente en
el humo de cigarro, los escapes de los
automoviles e industrias. Se ha observado que
una baja actividad de glucuronidacion
incrementa el riesgo de padecer cancer de
pulmén, UGT1A6, es la Unica isoforma de
UGT1A que se expresa en pulmon [7].

Dada la importancia clinica de UGT1AG®,
el objetivo de este trabajo es investigar su
frecuencia en poblacion mestiza mexicana del
estado de Puebla. Esta informacion contribuira a
entender la eficacia y toxicidad terapéutica de los
medicamentos metabolizados por esta enzima en
este grupo étnico.
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Figura 2 Estructura de la enzima UGT1AG6, incluye tres
SNP que inducen cambio de aminoacidos localizados en
los dominios de secuencia seflal de reticulo
endoplasmatico, dos sitios de glicosilacion, un dominio
transmembranal y un carboxilo terminal citosélico [8]

Método
Sujetos de estudio

Para este estudio fueron reclutados un total de 40
voluntarios hombres 'y mujeres adultos
aparentemente sanos no relacionados de entre 16
y 87 afos, habitantes del estado de Puebla. Se les
explicaron los objetivos del estudio y después de
haber obtenido el consentimiento informado de
cada uno de los participantes, se les realizd un
cuestionario de datos demogréaficos y se les tomo
una muestra de sangre periférica de
aproximadamente 4mL en tubos vacutainer con
EDTA (Greiner bio-one 454021H). El comité de
ética institucional reviso y aprobé el protocolo
de investigacion.

Extraccion de ADN

Se aisl6 DNA con el método descrito por Daly,
A. K. et al en 1996 [9]. Con este método se
desproteiniza DNA de méas de 30kb con acido
perclorico y puede almacenarse por mucho
tiempo a 4°.

Primeramente, se aislaron los ndcleos
celulares agregando 36 mL de buffer de lisis
(320mM sacarosa C12H22011, 5mM MgCI2,
1% Triton X-100, 10mM Tris-Hcl, pH 7.4) a los
4mL de sangre y después de mezclar
vigorosamente, se centrifug6 a 2000g durante 20
minutos a 4°C. El boton se resuspendié en 2ml
de buffer de suspension (150mM NaCl, 60mM
EDTA, 1% de SDS, 400mM Tris-HCI, pH 7.4)
y 0.5 mL de perclorato de sodio (NaClO4) 5M.
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Esta suspension se mezcld por rotacion 15
minutos a  temperatura  ambiente vy
posteriormente se incubo a 65° durante 30
minutos. Se agregaron 2 mL de cloroformo frio
(a -20°C) y se mezclé nuevamente por rotacion
a temperatura ambiente durante 10 minutos
seguido por centrifugacion a 1400g por 10
minutos.

La fase acuosa que contiene al DNA (la
fase més alta) se transfirio a un tubo de 15mL y
se agregaron 2 volimenes de etanol frio (a 4°C).
El tubo se invirtié varias veces para precipitar el
DNA y transferirlo a un tubo de 2 mL. El DNA
se lavo 2 veces con etanol 70% y se dejo secar a
temperatura  ambiente al vacio para
resuspenderlo en 200uL de buffer TE (10mM
tris-HCI, 1mM EDTA pH 7.4) y se incub6 16
horas a 60°C, posteriormente se cuantifico su
concentracion de ADN en un espectrofotometro
nanodrop y se guardo a 4°C hasta usarse para la
genotipificaciéon de los alelos de la enzima
UGT1AG.

Genotipificacion de UGT1A6

La genotipificacion se realizd mediante la
técnica del Polimorfismo de Longitud de
Fragmento de Restriccion (PCR-RFLP). La
amplificacion por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se realiz6 en un termociclador
Bio-Rad T100, utilizando los oligonucle6tidos
F414 5° CTT TAA GGA GAG CAA GTT TGA
TG 3’ y R628 5° CCA CTC GTT GGG AAA
AAG TC 3’ [8] en los siguientes pasos: tres
minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C
por 30 segundos y un ultimo paso de 72°C
durante 3 minutos.

Los productos de amplificacion generados
tienen un tamafo de 215pb y fueron cortados
durante 12 h a 37°C con la enzima Bbv I
(Thermo Scientific ER2071). Los productos de
la digestion fueron separados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al
3% que contenian un tinte de acidos nucleicos
fluorescente con luz UV (SmartGlow Pre-Stain
E4500-PS Accuris).
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El alelo silvestre (552A) no presenta sitio
de corte para la enzima Bbv | por lo que en
condicion homocigota se observa una banda
Unica de 215pb, el alelo mutante (552C) si
presenta el sitio de corte, por lo que en condicion
homocigota se observan dos bandas, una de
139pb y otra de 76pb, en los individuos
heterocigotos se observan tres bandas 215pb,
139pb y 76pb. La nomenclatura de la variante
alélica analizada que empleamos es la reportada
en la pagina oficial de nomenclatura de UGT
[10]. ARN mensajero 552A>C, Proteina
Argl84Ser, ADN gendmico 534956A>C,
posicion del nucleétido 552.

Resultados

El nimero de participantes incluidos en este
estudio fue 40 individuos sanos, de los cuales
fueron 32 mujeres y 8 hombres entre 16 y 87
afios (tabla 1).

El segmento de amplificacion de ADN que
se obtuvo por PCR tuvo un tamafio de 215pb, a
continuacion, se muestra su secuencia en el
transcrito de ARNm [11] delimitado por la
posicién de hibridacion de los oligonucleétidos
cebadores que empleamos, también se observa la
posicién del SNP (figura 3)

aaagggtaaaattcagagcaagggagaggtagacaggacctgtg
aaaagcagtggttagtttagggaaaatacctaggagecctgtgattt
ggagagtgaaaactctttattaccgttgttactttaactctttccaggat
ggcctgectecttcgcteatttcagagaatttctgcaggggttttette
ttagcactttggggcatggttgtaggtgacaagctgctggtggteec
tcaggacggaagccactggcttagtatgaaggatatagttgaggtt
ctcagtgaccggggtcatgagattgtagtggtggtgectgaagtta
atttgcttttgaaagaatccaaatactacacaagaaaaatctatccag
tgccgtatgaccaagaagagctgaagaaccgttaccaatcatttgg
aaacaatcactttgctgagcgatcattcctaactgctcctcagacag
agtacaggaataacatgattgttattggcctgtacttcatcaactgec
agagcctcctgcaggacagggacaccctgaacttctitaaggaga
gcaagtttgatgctcttttcacagacccagcecttaccctgtgggg
tgatcctggetgagtatttgggectaccatctgtgtacctcttca
ggggttttccgtgttccctggageatacattcagcagaagecca
gaccctgtgtcctacattcccaggtgctacacaaagttttcaga
ccacatgactttttcccaacgagtggccaacttccttgttaatttgtt
ggagccctatctattttattgtctgttttcaaagtatgaagaactcgeat
cagctgtcctcaagagagatgtggatataatcaccttatatcagaag
gtctctgtttggctgttaagatatgactttgtgcttgaatatcctaggee
ggtcatgcccaacatggtcttcat

Figura 3 Transcrito de ARN mensajero de UDP
Glucuronosil transferasa UGT1A6 humana [11], se
observa el segmento amplificado y el polimorfismo de un
solo nucledtido 552 A>C
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En la figura 4 se observa la separacion de
los fragmentos de restriccion mediante
electroforesis en geles de agarosa al 3%. Las
frecuencias alélicas y genotipicas de UGT1A6
identificadas en la poblacién mestiza mexicana
del estado de Puebla se reportan en la tabla 2. La
frecuencia genotipica mas comudn fue la
homocigota silvestre (A/A) 77.5% (31
individuos), seguida de la heterocigota (A/C)
con una frecuencia de 22.5% (9 individuos), no
se observaron individuos homocigotos mutantes
(C/C). la frecuencia que encontramos para el
alelo mutante C fue 0.112 y se encuentra por
debajo de la reportada para otras poblaciones,
excepto para la poblacién portuguesa que fue de
0.04.

«—215pb

l«——139pb
76 pb

Figura 4 Ensayo de genotipificacion por PCR-RFLP.
Amplificacion de un segmento del gen UGT1A6 del
primer exdn, el producto de amplificacion resultante es de
215pb se digiri6 con la endonucleasa Bbvl para
caracterizar mediante patrones de restriccion la variante
alélica 552A>C. Los sujetos homocigotos silvestres (A/A)
no presentan el sitio de corte por lo que se ve solo una
banda de 215pb, los heterocigotos presentan el sitio de
corte en un alelo por lo que se observan tres bandas,
215pb, 139pb y 76pb.

Caracteristica | Hombres Mujeres

N 8 31

Edad 38.37+17.56 |40.86+17.48
Peso 69 +£12.73 64.55 + 9.25
IMC 2752 +3.24 |26.66%4.17

Tabla 1 Caracteristicas de la muestra poblacional.
Promedio DS de edad, peso, e indice de masa corporal
(IMC). Los datos se obtuvieron de los cuestionarios que
respondieron los voluntarios
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Frecuencias Frecuencias Cita

Genotipicas Alélicas

Meéxico . Este
(31) 9) 0) estud
io

Japén 195 |0.6 0.348 0.051|0.774 |0.226 |[12]
(117) | (68) (10)
India |80 0.437 (04 0.162 |0.637 |0.363 |[13]
(35) (32 (13)
China |94 0.553 |[0.394 0.0530.75 0.25 [14]
(52) [(37) (5)
China |536 0.569 |[0.367 0.064 [0.753 |0.247 |[15]
(Han) |(304) |(196) (34)
272 |0.651 |0.309 0.041|0.805 |0.195 |[15]
(Dong | (175) | (83) (11)

266 |0.643 |0.338 0.019|0.812 |0.188 |[15]
(She) | (171) [(90) (5)
Grecia [134 |0.44 0.433 0.127 [0.657 |0.343 |[16]
(59) [(58) a7
Portug |469 0.96 0.044 |[17]
al

Tabla 2 Frecuencias genéticas de AUG1AG6 observadas en
esta poblacion y reportadas en trabajos previos en distintas
poblaciones

Anélisis del equilibrio genético poblacional
mediante una prueba de X?

Todas las frecuencias del locus analizado se
encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg al
presentar valores de X? menores al valor critico
(el valor critico de X? para nuestro analisis con
dos grados de libertad y una 0=0.05 es 3.84), lo
que nos indica que la composicion genética de
nuestra poblacién permanece en equilibrio, es
decir, no estd actuando sobre ella la seleccion
natural y por lo tanto no se estd generando un
cambio evolutivo.

Discusién

UGT1AG6 codifica para una enzima que cataliza
la glucuronidacion de diversos sustratos entre
ellos el acetaminofén y otros antiinflamatorios
no esteroideos. Hay evidencia que soporta la
idea de que los cambios en la tasa de
glucuronidacion se atribuyen a variaciones inter-
personales e inter- étnicas, que pueden impactar
la expresion o la funcionalidad de las enzimas
[18]. Se ha reportado que individuos
homocigotos silvestres para UGT1A6 (A/A)
tienen efecto protector a la exposicion a
medicamentos como la aspirina [19], mientras
que individuos homocigos mutantes (C/C)
presentan reduccion en la glucuronidacion de
compuestos como la bilirrubina y por lo tanto
mayor riesgo a desarrollar padecimientos como
el sindrome de Gilberts [20].
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A diferencia de otras poblaciones
reportadas, en nuestra poblacion no observamos
individuos portadores del alelo C en condicion
homocigota, lo que indica bajo riesgo de padecer
enfermedades asociadas con baja tasa de
glucuronidacién como el sindrome de Gilberts o
la Insuficiencia Hepéatica Aguda (IHA). Es
importante mencionar que en el metabolismo de
medicamentos participan ademas de UGT1AGS,
otras enzimas altamente polimorficas como los
citocromos P450 y las sulfotrasferasas, por lo
que es necesario evaluar el efecto aditivo que
confieren las variaciones alélicas en enzimas
metabolicas.

Determinar la frecuencia alélica de estas
variantes en nuestra poblacion servira para
explicar su papel en la disposicion y toxicidad de
medicamentos y otros compuestos, generando
informacion farmacogenética Util para predecir
resultados terapéuticos. EI concepto de medicina
individualizada esta evolucionando y ha habido
un cambio de paradigma desde el concepto de
“un medicamento adecuado para todos” hasta
“medicamento adecuado para el paciente
adecuado en la dosis y tiempo correctos” [21].

Conclusion

Nuestro trabajo es el primero que reporta
frecuencias genotipicas y alélicas de la enzima
UGTL1AG, para el alelo mutante C, la frecuencia
gue encontramos (0.112) es menor a la reportada
en otras poblaciones (japonesa, hindu, china,
griega) y mayor a la reportada en poblacion
portuguesa (0.04). Debido al tamario de nuestra
muestra poblacional (n=40) y a la baja
frecuencia de este alelo, no lo encontramos en
condicion homocigota. Se requieren estudios de
estimacion de frecuencias genéticas con mayor
numero de individuos, asi como de poblaciones
que padecen enfermedades a consecuencia de las
bajas tasas de glucuronidacion en nuestra
poblacién.

Estudiar como las variaciones genéticas
entre los individuos afectan el metabolismo de
los farmacos produciendo una respuesta variable
con respecto a su eficacia o perfil de efectos
adversos nos permitird tomar decisiones al
momento de elegir los farmacos administrados y
ajustarlos al origen étnico de una poblacién
determinada.
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