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RESUMEN

c Estos resultados demuestran que la poblacion mexicana presenta un riesgo
moderado a hepatotoxicidad por acetaminofén, debido principalmente a la alta
frecuencia observada para el alelo de riesgo T en posicion -1053 del gen CYP2ET,
estos resultados deben considerarse para tomar decisiones al momento de elegir los
farmacos administrados y ajustar la dosis de acuerdo al acerbo genético de la
poblacion.

1. INTRODUCCION

Para que un farmaco logre llegar al mercado, resulta transcendental, que éste, ademas
de curar el mayor numero de enfermos, presente el menor numero de efectos adversos
posibles. Combinar estas dos ecuaciones no siempre es posible, puesto que, muchos
farmacos tienen grandes efectos curativos en muchos pacientes, pero también causan
efectos adversos en muchos otros [1]. Una vez que los resultados del Proyecto del
Genoma Humano estuvieron disponibles, se vislumbraron un sinnumero de
oportunidades para la ciencia, la tecnologia, la medicina, la economia y también para la
sociedad. Se conocidé que solo existe una diferencia genética muy pequefa entre los
seres humanos, de aproximadamente el 0.01%, diferencia suficiente para crear
variaciones en el metabolismo de xenobidticos, entre ellos, los farmacos. Se han



reportado diferencias raciales y étnicas en la farmacocinética del paracetamol, sin
embargo, la poblacidn mestiza mexicana se encuentra excluida de dichos analisis.

La aplicacion de la genomica, en la medicina, conducira a una practica médica

mas individualizada, predictiva y preventiva, ya que las intervenciones estaran basadas
en los factores de riesgo especificos del individuo.
Con ese fin, los investigadores han comenzado a colectar muestras para analisis
moleculares en estudios epidemioldgicos, con el objetivo de identificar los factores de
riesgo genéticos, ligados a alguna enfermedad en particular o a la respuesta a algun
farmaco.

1.1 Poblacion

Tanto en ecologia como en biologia evolutiva, se define a una poblacion como un
conjunto de individuos pertenecientes a la misma especie, que viven lo suficientemente
cerca unos de otros como para interactuar entre ellos (cuyos genes pueden mezclarse),
hacer su vida en un area geografica delimitada y en un tiempo determinado [2].
Mientras que en genética de poblaciones, se define como un grupo de organismos de la
misma especie que habitan dentro de un area geografica lo suficientemente restringida
que propicia que cualquier miembro tenga la capacidad de aparearse con otro miembro
del sexo opuesto, sin hacer referencia a una especie entera [3], la definicion de
poblacion mendeliana es una version mas simplificada que la anterior, mencionando
que es un conjunto de organismos que viven en un lugar, y entre los cuales, los
apareamientos se llevan a cabo [4]. Por la simpleza y naturalidad de la definicion de
poblacion mendeliana, ésta sera utilizada a lo largo del presente trabajo para referirse a
una poblacion.

A pesar de que los miembros de una poblacién pertenecen a la misma especie,
son diferentes entre si en diversos aspectos. Se observan caracteristicas fisicas
contrastantes entre individuos que conforman una comunidad, al mismo tiempo que en
comunidades que habitan un mismo territorio [5]. Ademas de los aspectos visibles como
edad, tamano, sexo, etc. existen otros no tan faciles de identificar, como lo es la
composicidon genética de cada individuo, siendo los alelos los que originan ésta
variacion.

Desde el punto de vista biomédico, la catalogacion de poblaciones humanas de
acuerdo a su acervo genético, facilita la investigacién y el desarrollo de terapias,
farmacos y dosis adecuadas administradas a un individuo en particular; lo que
incrementa la efectividad del tratamiento y disminuye los efectos adversos. De acuerdo
a las diferencias genéticas y fenotipicas entre seres humanos, se pueden “clasificar” de
acuerdo a su etnia y/o raza. Segun el censo estadounidense (US Census), la raza es
considerada una caracteristica fija del individuo, ligada a su constitucién genética,
mientras que la etnicidad representa una construccion mas amplia, basada en la



tradicién cultural, historia, lenguaje, religion, y con frecuencia también comparten
herencia genética [6].

1.1.1 Ley de Hardy-Weinberg

Define el estado genético de una poblacion mendeliana cuando se excluyen todos los
factores que cambian las frecuencias de la poblacion. Es el estado de fuerzas cero. La
ley de equilibrio de Hardy-Weinberg es la base de la genética de poblaciones. Es la
ecuacion que permite establecer la fuerza ejercida de una accion natural sobre la
poblacion.

Su relaciéon se mantiene en todas las demas generaciones, si se cumplen las
siguientes cuatro condiciones:

a) Eltamano de la poblacién es muy grande.

b) Los apareamientos se realizan azarosamente.

c) Los alelos son igualmente competentes para dejar descendencia.

d) No hay introduccion de alelos por fuentes externas.

Lo que significa que nada cambia y las frecuencias de los genes permanecen
iguales, es decir, no hay evolucion. Cualquier fuerza o fendbmeno que cambie estas
frecuencias alélicas p y g generaran evolucion [4]. La ecuacidn se vuelve interesante
cuando se estudian las maneras en las que puede verse modificada. Existen cuatro
fuerzas a considerar que pueden cambiar la frecuencia alélica y son la seleccion
natural, deriva génica, mutacion y migracion [7, 8].

1.1.2 Procesos evolutivos que actuan sobre una poblacion

En una poblacion, la proporcion de los alelos de los genes que determinan
caracteristicas adaptativas, se modifican con el tiempo, de acuerdo a la accion del
ambiente, operando en contra o en favor de dichas caracteristicas [5].

La seleccidén natural, aunque cualitativamente importante por ser un mecanismo
adaptativo, no es la unica fuerza de cambio de las frecuencias alélicas y, por ende, de
diferenciacion genética entre poblaciones humanas. Para que dicha variaciéon en las
poblaciones surja, es necesario que intervengan algunos procesos naturales, que
confieren esos cambios en los genotipos de los seres vivos. A pesar de que la seleccion
natural lleva a la poblacion a la mayor adecuacién promedio, éste mecanismo por si
solo es incapaz de conducir al mayor pico adaptativo [4].

Adaptacion

Se refiere al proceso por el cual algunos de los miembros de una poblacion se vuelven
mas aptos, a través del cambio en una caracteristica fisiologica que afecta su
supervivencia o reproduccion. Se podria definir a la adaptacion como una caracteristica
que ha evolucionado a partir de la seleccion natural [9], ya que la seleccién natural es el
unico mecanismo conocido de causar la evolucion a partir de las adaptaciones.



Mutacién

Es un cambio en la secuencia de bases en la cadena de ADN, fendbmeno poco
frecuente en la naturaleza [3]. Ya sea de caracter natural o artificial, es el uUnico
fendmeno capaz de generar variabilidad genética [10].

Las mutaciones se pueden originar en los gametos o en cualquiera de las demas
células del cuerpo, que se denominan somaticas. Las mutaciones somaticas son
irrelevantes desde el punto de vista de genética de poblaciones, ya que solo afectan al
individuo que porta la mutacion cuando perturba la funcion de uno o mas genes y se
traducen en enfermedad. Las mutaciones gaméticas, que se detectan en 6vulos vy
espermatozoides, son las que tienen relevancia desde el punto de vista evolutivo, ya
que se heredan a la descendencia y son capaces de sobrevivir en el tiempo,
acumularse y determinar las caracteristicas genéticas de individuos, poblaciones y
especies. En cuanto al efecto, las mutaciones se pueden clasificar como deletéreas
cuando van en detrimento del desarrollo normal del individuo; se dice que son neutrales
cuando no tienen un efecto evidente sobre el individuo, y se consideran benéficas
cuando al portador le dan alguna ventaja que le permite sobrevivir o reproducirse mejor
respecto a la poblacion general, lo que en realidad es un evento muy poco probable

[11]. La mayoria de los genes mutan a una tasa baja, produciéndose de 10 a10"°
nuevas mutaciones por gen por generacion [3]. La fijacion de un gen mutante depende
de factores como: seleccion natural, grado de dominancia, sistema de apareamiento y
la deriva genética, debiendo ser favorables y constantes para su permanencia [10]. La
mutacion es importante puesto que genera variacién, pero es poco relevante para
cambiar las frecuencias alélicas [12].

Migracion

Los humanos son seres vivos muy dinamicos, siendo capaces de trasladarse a distintas
regiones del planeta. Esta gran movilidad, les permite introducir nuevos alelos,
infecciones y enfermedades en general, que acarrean siempre con ellos mismos a otra
poblacién. Las migraciones hacia nuevos territorios producen la fundacion y poblacién
de comunidades, pero las migraciones entre poblaciones ya establecidas derivan en
grados variables de mezclas [5].

Las migraciones entre poblaciones tienen el efecto opuesto a la deriva génica,
aumentando la variabilidad intrapoblacional y disminuyendo las diferencias
interpoblacionales [5].

La migracién depende de dos factores: 1) la tasa de migracién y 2) la frecuencia
geénica de los individuos migrantes. La migracion tiene efectos homogenizadores entre
poblaciones diferentes, y si ésta mezcla continua por un periodo de tiempo prolongado,
ambas poblaciones quedaran idénticas [4]. El resultado que representa la cruza entre
poblaciones distintas dependera de sus frecuencias genéticas, debido a que tendra un
efecto positivo si los nuevos alelos introducidos afectan de manera positiva la
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adecuacion de la poblacién, y tendra un efecto negativo si los alelos introducidos se
encuentran adaptados a un ambiente distinto al que llegaron, lo que resultaria en una
disminucién de la adecuacién promedio.

Endogamia

La endogamia tiene lugar cuando se da el apareamiento entre individuos que estan
relacionados, produciendo descendencia “innata” [3]. En la mayoria de las ocasiones se
da debido a que los organismos tienen capacidades de dispersion y colonizacién
limitadas.

Los efectos son conocidos, como lo es el aumento en el numero de homaocigos
dentro de cada familia, pudiéndose calcular las probabilidades de que sea homadciga
para un gen dado, aunque no se puede saber para cual alelo; cuanto mas
consaguineos sean los apareamientos, mas rapidamente se perdera la heterocigosis
[12].

Deriva génica

El tamafio de la poblacion afecta profundamente a los valores de las frecuencias
alélicas y tiene una definicion especifica dentro del contexto de genética de
poblaciones. La deriva génica se da en poblaciones pequefas y ocasiona fluctuaciones
azarosas en las frecuencias alélicas de una generacion a la siguiente, a causa de las
muestras finitas de individuos, gametos y finalmente, alelos, que contribuyen a la
siguiente generacion [13].

La deriva génica tiene dos efectos: cambio en las frecuencias alélicas al azar, y
eventualmente, que se fije alguno de los alelos (desaparicién del otro) [12]. Sdlo las
mutaciones nuevas o migrantes pueden reintroducir variacion a la poblacién [3].

El fendmeno de deriva génica también se aplica cuando se forma una poblacién
nueva a partir de otra mayor, las frecuencias génicas pueden ser considerablemente
distintas a la poblacién de origen. En las siguientes generaciones, mientras la poblacién
mantenga un tamano reducido, se pueden producir fluctuaciones en sus frecuencias
alélicas que seran cada vez menores a medida que la poblacién aumente su tamano.
Cuando los fundadores de una poblacion portan alelos raros, éstos pueden llegar a
tener una frecuencia alta o fijarse (frecuencia de 100%) en el nuevo grupo. Lo que se
conoce como efecto fundador. A su vez, algunos otros pueden llegar a tener una
frecuencia muy baja o desaparecer, ya que al azar dejaron de segregarse en alguna (s)
generacion (es) [11].
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1.2Poblacién Mexicana

Para comprender la genética y su relacion con la salud de la poblacion mexicana, es
necesario entender su diversidad. La poblacion de México se encuentra constituida por
una gran diversidad de razas y etnias, que reflejan el resultado del mestizaje suscitado
por la llegada de los conquistadores en 1521, momento en el que comienza el
surgimiento de la poblacion actual mexicana [8].

Las regiones geograficamente distantes en México cuentan con diferentes
dinamicas de poblaciones, a causa de componentes ancestrales distintos y a las
condiciones demograficas que afectan a cada region [14]. El componente amerindio es
la base de nuestra poblacion, junto con el europeo que trajeron consigo los espanioles,
y una pequefia proporcion proveniente de Africa, que igualmente trajeron los espafioles
[8, 15].

Los descubrimientos genéticos y arqueoldgicos sugieren que los primeros
americanos vinieron de Asia y cruzaron por el estrecho de Bering, hace
aproximadamente 30000 y 100000 afios, a partir de lo cual, hubo tres mayores
movimientos migratorios hacia el Norte, Centro y Sur de América [8, 16-18]. Analisis del
cromosoma Y y ADN mitocondrial han demostrado que los Nativos Americanos se
encuentran muy estrechamente relacionados con personas del borde entre Mongolia y
la Rusia Siberiana [19, 20], estos estudios confirman una ancestria en comun al origen
contemporaneo de las poblaciones indigenas en América Latina y el Caribe.

Durante el periodo prehispanico, la mayoria de la poblacién estaba concentrada
en la parte centro y sur del territorio mexicano. Los grupos étnicos que habitaban el
norte de México, en ese entonces, no contaban con una unidad linguistica, religiosa o
politica. Después de 1492, en Latinoamérica y el Caribe se llevé a cabo una gran
mezcla de razas sin precedentes.

Los estudios en genética moderna han revelado patrones complejos de ancestria
en las colonias espanfolas fundadoras. La ancestria europea presente en Latinoamérica
se origind en la Peninsula Ibérica, donde antes de 1492, la poblaciéon era
extremadamente diversa, la cual consistia de ibéricos, celtas, griegos, romanos, judios
Sefardicos, arabes, gitanos, entre otros mas [6, 21].

Fue hasta dos siglos después de la conquista que la region del norte capto la
atencion de los espafoles, principalmente por los depdsitos de plata descubiertos ahi
[14]. Los esclavos africanos fueron traidos a México hasta que la poblacién Amerindia
se redujo notablemente por las epidemias ocurridas entre los afos de 1545y 1548. Los
africanos se mezclaron frecuentemente con individuos indigenas y mestizos, y muchos
otros fueron llevados a regiones con minas para que las trabajaran. A pesar de que la
mayoria de los esclavos africanos fueron transportados a lo que es hoy Colombia,
Brasil, y el Caribe, cerca de 230 000 fueron importados también a México, Chile,
Argentina y Bolivia entre 1521 y 1650.

Esta serie de eventos Unicos, son los que dieron lugar a una poblacién que se
deriva de mas de 60 grupos Amerindios locales, europeos, y aunque en menor medida,
africanos. Estos grupos se entremezclaron en los 500 afios posteriores a la conquista,
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originando a la poblacién “Mestiza” que representa el dia de hoy, al 80% de los
mexicanos [6].

En el afno del 2005 se logré secuenciar el genoma del mexicano, por el Instituto
Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN), lo que dio pie al estudio de su
constitucion, identificacion de marcadores de ancestria, de susceptibilidad a padecer
enfermedades, historial de infecciones virales, variabilidad de respuesta inmune,
variabilidad de los procesos de desintoxicacion, etc. Ademas, se han sumado diversas
areas a su estudio, como la farmacogenética, la cual busca otorgar un mayor beneficio
del uso de los medicamentos al individuo considerando su composicién genética.

1.3 Farmacogenética

Continuamente, se sefiala que muchos de los medicamentos utilizados hoy en dia solo
tienen una eficacia relativa. Por ejemplo, los antidepresivos no son efectivos en un
20-50 por ciento de los pacientes, los beta-bloqueadores fallan en 15-35 por ciento de
los que reciben el tratamiento, y uno de cada cinco o incluso tres de cada cinco
personas que sufren de migrana, no pueden encontrar un medicamento efectivo que
alivie el malestar [22].

Se ha sabido desde hace numerosos anos, que ciertos farmacos son capaces de
producir efectos adversos letales 0 mas peligrosos en individuos especificos. Lo
anterior se puso de manifiesto en la segunda guerra mundial, cuando se les
desintegraban los eritrocitos de la sangre (hemdlisis) a los soldados afroamericanos al
suministrarles un antimalarico (primaquina), debido a que estas personas poseen una
deficiencia enzimatica en el metabolismo de la glucosa. Por otro lado, un compuesto
que se utiliza para combatir la tuberculosis (isoniazida) provoca problemas neurolégicos
en algunos individuos, ya que esta sustancia no se elimina adecuadamente en el
higado, debido a una modificacion en el gen que codifica para la acetilasas; a estos
individuos se les nombré como “acetiladores lentos” y constituyen entre el 40-60% de
los caucasicos [1].
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en ese sistema seran también diferentes [23]. Es por eso que se espera que la atencion
médica personalizada tomando en cuenta la composicidon genética del individuo, mejore
la situacion [22].

La farmacogenética es el estudio de las variaciones en las respuestas
farmacolégicas con respecto a su componente hereditario. La respuesta a los farmacos
se considera un fenotipo genético como resultado del ambiente. Esto es, la respuesta
de cada persona a un medicamento depende de la interrelacion entre los factores
ambientales y los factores genéticos. Por lo tanto, la versatilidad de las respuestas
farmacologicas puede explicarse por las variaciones de los factores ambientales y
genéticos, solos o combinados [24].

El analisis mas sencillo de la farmacogenética consiste en analizar genes
determinados en los diferentes individuos que van a ser sometidos a un tratamiento
farmacolégico para tratar de correlacionar si las variaciones/mutaciones que aparecen
en estos genes dan cuenta de los efectos positivos y/o negativos de este farmaco [23].

1.3Marcadores de susceptibilidad genética

Los marcadores moleculares son utiles tanto en investigacion basica como en la
aplicada. La posibilidad de identificar marcadores de susceptibilidad genética
relacionados con alteraciones en la salud ante la exposicion a determinados
compuestos, proporciona informacion para predecir el peligro y poder intervenir para
eliminar, disminuir o retrasar el posible dafo [25].

Segun el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano (NHGRI, por
sus siglas en inglés), un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacién
fisica conocida en un cromosoma (utilizado como un “punto de referencia”), puede ser
parte de un gen o puede no tener ninguna funcién conocida. Los marcadores genéticos
pueden ser variantes polimoérficas.

Los polimorfismos proveen variacion alélica entre individuos, y solo puede ser
considerado polimorfismo si la frecuencia de uno de sus alelos en la poblacién es
superior al 1% [26]. Un alelo se define como las variaciones posibles de un gen o
secuencia de ADN en la poblacioén, cada individuo tiene dos alelos por cada gen, uno
heredado del padre y otro de la madre, y cada par de estos alelos en la célula
conformara un genotipo. Un genotipo se define como un conjunto de dos haplotipos, los
cuales, a su vez son un conjunto de alelos heredados en conjunto por ubicarse en la
misma region cromosomica [6].

Los marcadores que confieren una alta probabilidad de padecer una enfermedad
son utiles como herramientas de diagndstico, o respuesta a la terapia [27].

Los marcadores gendmicos, incluyen: Polimorfismo de Longitud de Fragmento de
Restriccion (RFLPs), Repeticiones Cortas en Tandem (STRs) o también mejor
conocidos como microsatélites, Polimorfismos por Insercion o Delecion, Polimorfismos
de un Solo Nucleétido (SNPs) y grupos de marcadores que son heredados juntos en un
cromosoma como haplotipo, estan siendo utilizados para elucidar la base genética de
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una enfermedad y de la interaccion del farmaco en el individuo. Los marcadores
polimorficos que se utilizan mas comunmente incluyen a los microsatélites y SNPs [23].

Los SNPs han recibido mucha atencién por su potencial como marcadores
genéticos. Tienen la ventaja de estar presentes en el genoma humano a una frecuencia
muy alta (con una ocurrencia promedio de 1 cada 1000 nucledtidos) y son faciles de
genotipificar utilizando la tecnologia actual [27]. Los SNPs son muy utiles para examinar
la susceptibilidad humana a enfermedades complejas y eventualmente pueden ser muy
importantes para localizar genes que confieren susceptibilidad a esas enfermedades
[23]. Los SNPs se encuentran en regiones codificantes y no codificantes. Los SNPs que
se encuentran en regiones codificantes de proteinas, particularmente no-sindénimos
(alteracion en el aminoacido), y en regiones regulatorias que controlan la expresion
génica, son de particular interés para estudios que pretenden asociar la influencia
genética en las reacciones de biotransformacion.

1.4 Papel del metabolismo en la toxicidad de algunos compuestos quimicos

La vida del ser humano exige la exposicion diaria a una amplia variedad de sustancias
quimicas que muchas veces resultan extrafias o ajenas al organismo (xenobidticos), las
cuales, pueden ser ingeridas o absorbidas a través de la piel y pulmones. Este contacto
entre seres humanos y sustancias quimicas puede ser inadvertido, accidental y en
algunas situaciones, inevitable. En la actualidad, la mayor parte de los productos
xenobidticos a los que se encuentra expuesto el ser humano, provienen de la
contaminacion ambiental, los aditivos alimentarios, los cosméticos, las sustancias
agroquimicas, los alimentos procesados y los farmacos.

La mayoria de las sustancias mencionadas en el parrafo anterior son de naturaleza
lipofilica, por lo que, en ausencia del metabolismo no se eliminarian de manera eficaz y,
consiguientemente, se acumularian en el organismo y producirian efectos adversos
[24]. Muchas de éstas sustancias inducen una respuesta biolégica capaz de transformar
al compuesto quimico lipofilico en un metabolito mas polar, que facilitara su excrecion
del organismo, ya sea a través de bilis u orina.

Los xenobidticos pueden resultar inocuos o toxicos a los humanos dependiendo de
la naturaleza de éste. Algo que es muy importante tomar en cuenta, es que la toxicidad
de los compuestos quimicos es una cualidad relativa, debido a que la relacion que
existe entre la sustancia y la toxicidad se ve afectada por factores como dosis, edad,
sexo, circunstancias fisiolégicas y ambientales, etc. [28].

El metabolismo de xenobibdticos no siempre es un proceso inofensivo, ya que
cambios en: nivel de exposicion, mecanismos alternativos de desintoxicacion y
disponibilidad de co-sustratos detoxificadores enddégenos (como el acido glucurénico,
sulfato, glutatién), puede provocar toxicidad organica o carcinogénesis. Un ejemplo es
la hepatotoxicidad inducida por los metabolitos del paracetamol [29].

1.6 Principales reacciones de biotransformacion de algunos compuestos
xenobidticos
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La biotransformacion es el proceso mediante el cual un compuesto xenobibtico,
esencialmente poco soluble en agua, se convierte en un metabolito mas hidrosoluble y
mas facilmente excretable [30], y representa al principal mecanismo para conservar la
homeostasia durante la exposicidon de los organismos a moléculas extrafas pequefias,
como los farmacos [31].

Los farmacos se consideran productos xenobidticos y el ser humano metaboliza
la mayor parte de ellos. La capacidad que tiene el ser humano de metabolizar y depurar
farmacos es un proceso natural que incluye las mismas vias enzimaticas y sistemas de
transporte que se utilizan para el metabolismo normal de los componentes de la dieta
[24].

Para su estudio, la biotransformacién puede dividirse en dos fases, las
reacciones de Fase y las reacciones de Fase Il.

1.7 Reacciones de Fase |

La fase | se refiere a todas las reacciones que introducen grupos funcionales o
reactivos a las moléculas, en las que intervienen reacciones quimicas como la hidrdlisis,
la oxidacion y la reduccion. Esta fase es catalizada principalmente por el sistema
enzimatico de los citocromos P450.

1.7.1 Los Citocromos P450 (CYP450)

La P significa pigmento, y el 450 es la longitud de onda donde tiene su absorcion
espectral maxima el complejo que este citocromo forma con el mondxido de carbono
[28].

RH (sustrato) + NADPH + O, + H*® s RO (sustrato hidrosiladod + NADP* + H D

llusiracidn 2. Reaccidn llevada a cabo por el complejo enzimatico CYP450, el cual requisre de NADPH y axigeno
maolecular para oxidar a su sustrato. En su mayaria, €l resultado de esta reaccidn son productos hidroxilados
Obtenido de: Jaimas-Santoyo, 2074 [32].

Los citocromos P450 son proteinas transportadoras de electrones que catalizan
reacciones de oxido-reduccion (llustracion 2). Durante el transporte de electrones en la
respiracion se alterna de manera reversible un grupo prostético hemo, entre los estados
de oxidacioén ferroso y férrico (llustracion 3). Su expresion se encuentra regulada por
una respuesta adaptativa al estrés ejercido por los agentes xenobidticos [30].

coo ©
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Tanto los compuestos endobidticos, como xenobidticos son metabolizados por
las enzimas oxidasas de funcidn mixta que se encuentran en el reticulo endoplasmico y
en las mitocondrias de una variedad de células, tejidos y érganos de diversos seres
Vivos.

Como familia de enzimas, las CYP participan en el metabolismo de productos de
la dieta y xenobidticos, asi como en la sintesis de compuestos enddégenos como
esteroides y el metabolismo de acidos biliares, que son subproductos de la degradacion
del colesterol. De este citocromo se han encontrado una gran diversidad de isoenzimas
que tienen actividades distintas especificas sobre distintos sustratos. Por lo que se dice
que forman una superfamilia de enzimas [28].
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Familia Funcidn Miembros MNombres
CYP1 Metabolizmo de drogas v 3 subfamilias, 3 genes, CYP1A1, CYP1AZ, CYPIB1
esteroudes (espacialmenie 1 paeudogén
estrogenos)
CYFP2 Metabolismo de drogas v 13 subfamilias, 16 genes, CYP2AB, CYPZAT, CYP2A13,
esterpide: 16 pseudogenes CYP2B6, CYP2CB, CYP209,
CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP2F1, CYP2)2,
CYP2R1. CYP251, CYP2ULN,
OYPF2WI
CYP3 Metabolizmo de drogas v 1 subfamilia, 4 genes, CYP3A4, CYP3AS, CYP3AT,
estengiches (incluyendo 2 poeudogenes CYP3IAA3
testostenona)
CYP4 Metabolizmo del acido & subfamilias, 11 genes, CYP4A11, CYP4A22 CYP4B1,
araqusdénico 10 p= CYP4F2, CYP4F3, CYP4FS,
CYP4F11, CYP4F12, OYP4F22,
CYP4V2, CYP4X1, CYP4Z
CYP5 Trombonxano A sinbetasa 1 subtarnilia. 1 sen CYP3A1
CYP7 Biosintesis de las sales biliares 2 subfamilias, 2 genes CYP7AL, CYPTBI
(7-alpha hidroxilasa del nicleo
esteroiden)
CYP8 Variada 2 subfamilias, 2 genes CYPBA1 (prostaciclin sintetaza),
CYPBB1 (becsintesis de sakes biliares)
CYP11 Biosintesis de esteroides 2 subfamilias, 3 genes CYP11A1, CYP11B1, CYF11B2
CYP7 Biozintesis de estercades 1 subfamilia, 1 gen CYP17A1
17-alfa hidroxilaza
CYP19 Biosintesis de esteroides 1 subfamilia, 1 gen CYP19A1
CYP20 Dezconocida 1 subtarnilia, 1 gen CYP20A1
CYP21 Biosintesis de estenoides 2 subfamilias, 2 genes, CYP21A2
1 pseudogen
CYP24 Degradacion de la vitamina D 1 sublamilia, 1 gen CYP24A1
CYP26 Hidroxilasa del acido retinoico 3 subfamilias, 3 genes CYPZ6A1, CYPZ6E1, CYP26C1
CYP27 Varlada 3 subfamilias, 3 genes CYP27AN ibiosintesis de sales biliares),
CYP27B1 (vitamina D3 1-alfa
hydroxylase), CYP27C1
(tuncin desconoacida)
CYP39 7-alfa hidroxilacién del 1 subfamilia, 1 gen CYP3I9A1
2-hidroxicolestenol
CYPab Colesteral 24-hidroxilasa 1 subtamilia, 1 gen CYP4BAN
CYPS1 Biosintesis del cokesterol 1 subtamilia, 1 gen, CYPS1AT llanosteral 14-alfa

3 paeudogenes

demetilasza)

llustracidn 4. Genes y proteinas que pertenecen a las principales familias y subfamilias del CYP450 en el Humano.

Obtenido de: Jalmes-Santoyo et al., 2014 [32].

Asi para aludir a la familia se propuso utilizar los ordinales romanos: I, II, lll, IV,
XI, XVII, XIX, XXI, etc. (aunque muchos usan actualmente los numeros arabigos),
seguidos de las letras mayusculas, de la A a la E, para sefialar a la subfamilia, y por
numeros arabigos que indican el gen individual que ordena la sintesis [28]. En la
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llustracion 4 se muestran las diferentes enzimas que pertenecen a la familia de las
CYP450.

Las enzimas de las familias | y Il de todos los organismos participan en la
desintoxicacién o en la activacion de xenobidticos. Contribuyen en los procesos de
carcinogeénesis, son determinantes en el metabolismo, en la tolerancia y compatibilidad
de drogas y pesticidas. Las familias Ill y IV se consideran como los restos mas
ancestrales de las formas de CYP-450 involucradas en la desintoxicacion de especies
de oxigeno no activo [32].

Los citocromos P450 se encuentran en los eucariontes tanto en el reticulo
endoplasmico como en las mitocondrias. En el reticulo endoplasmico (RE) se
encuentran orientados hacia el citoplasma, mientras que en las mitocondrias lo estan
hacia el interior (la luz) [30].

Las enzimas P450 microsomales hepaticas juegan un papel muy importante enla
determinacién de accién de los farmacos y su duracion, asi como en la desintoxicacion
de xenobidticos [31]. Los microsomas son fracciones de reticulo endoplasmico.

Los metabolitos reactivos que se producen pueden dar lugar a dos tipos de reacciones:

1) Uniones covalentes a otras biomoléculas como acidos nucleicos y proteinas,
incluida la propia enzima que los produce (CYP450), provocando su inactivacion
en lo que se conoce como reaccion suicida.

Unidn a acidos nucleicos, proteinas, inhibicidon del citocromo

2) Peroxidacion de los lipidos celulares.

[28]

Entre las isoformas de CYP, la CYP2E1 juega un papel importante dentro de la
biotransformacién y activacion de compuestos lipéfilos e intermediarios toéxicos o
carcinégenos.

1.7.1.2 CYP2E1

La CYP2E1 comprende el 7% de todas las isoenzimas expresadas en el higado de la
familia CYP450 [25]. Es una enzima toxicolégicamente importante, de gran interés para
la medicina industrial y para el medio ambiente, ya que tiene la habilidad de convertir
numerosos sustratos presentes en el medio ambiente a citotoxinas, y esta relacionado
con la activaciéon de una amplia variedad de xenobidticos; mas de 70 compuestos
organicos tales como alcoholes, aldehidos, éteres, acidos grasos, cetonas,
hidrocarburos alifaticos y aromaticos, dialquilnitrosaminas, etilcarbamatos, solventes
halogenados o farmacos, son metabolizados por el CYP2E1 [25].

El gen CYP2E1 tiene 4 transcritos (splice variants) [33], y es una proteina que ha
sido asociada a 237 enfermedades, entre las que destacan carcinomas, neoplasias,
melanomas, glioma, enfermedad en el higado y enfermedad metabdlica, entre otras
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mas. [34]. El metabolismo del CYP2E1 es inducido por el alcohol, la acetona y el ayuno
[35].

Los citocromos mitocondriales se sintetizan en los ribosomas libres bajo la forma
de precursores peptidicos y se integran a la membrana de forma post-traduccional. La
direccion hacia una u otra membrana se efectia por secuencias senal especificas,
localizadas en el extremo N-terminal, que son reconocidas por receptores especificos y
propios de cada organelo [30]. La enzima CYP2E1 tiene una mayor presencia en RE y
mitocondrias como se esquematiza en la llustracién 5.

Extracellular space
Plasma rmembrane b

Lysosome

Cytoskeleton

Golgi

Mitochandrion

\
D
(&

Peroxisome dDFI asmic Cytosol
reticulum

llustracion 5. Estructuras celulares que cuentan con la presencia de la enzima CYP2E1. Los sitios tefiidos de verde muestran la
ubicacion de la enzima.
Obtenido de: https://www.genecards.org [36].

Es un gen que se encuentra muy conservado entre distintas especies de
mamiferos, como los humanos, ratas, ratones, perros, cerdos, y otros mas. Se expresa
en la gran mayoria de los tejidos, siendo mas alta su expresiéon en érganos como el
higado, el intestino, los pulmones, el riidn, los ovarios, los testiculos, las glandulas
suprarrenales y la placenta [30].

La CYP2E1 es capaz de metabolizar tanto sustratos exdégenos como enddgenos,
reaccionando con mas de 70 compuestos organicos [25], de entre los cuales, destacan
los siguientes:

Sustratos exégenos
Agentes terapéuticos, antibidticos, antioxidantes, solventes, anestésicos, pesticidas,
derivados del petroleo, alcoholes y acetaminofén.

Sustratos endégenos
Esteroides, eicosanoides, acidos grasos, hidroperéxidos (lipidos), retinoides, acetona.
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[30]
1.7.1.3 Polimorfismos reportados en CYP2E1

Hasta el afio de 1999 se habian identificado 9 alelos mutantes para éste gen [35]. A su
vez, se han reportado diversos sitios polimorficos en la region flanqueante 5" y en la
region intronica del gen CYP2E1, los cuales, se encuentran asociados con un
incremento en los factores de riesgo de cancer y otras enfermedades [37-39], sin
embargo, los resultados que se han obtenido a partir de los estudios de correlacion
entre estos polimorfismos y sus efectos en la salud no han sido consistentes.

El polimorfismo Rsal esta localizado en la region flanqueante 5" y ha sido
propuesto que esta correlacionado con un incremento de 10 veces en la tasa de
transcripcion, llevando a un metabolismo incrementado de la enzima [35]. Diversos
estudios reportan su participacion en el metabolismo del acetaminofén [40] y asocian el
incremento en su expresién con mayor riesgo a presentar hepatotoxicidad en humanos.

1.8 Reacciones de Fase Il

La fase Il del metabolismo, es la conjugacion de los metabolitos generados en la
fase | con aminoacidos, acido glutamico o glutation; estas conjugaciones facilitan el
transporte y la eliminacion de los metabolitos. Las enzimas que participan en esta fase
se consideran de naturaleza sintética, debido a que provocan la formacién de
metabolitos de mayor masa molecular. Todas las reacciones de la fase Il ocurren en el
citosol de la célula, con excepcién de la glucuronidacion, que se realiza en el lado
luminal del RE.

La velocidad de las reacciones de la fase Il es bastante mayor que la de los
CYPs. Por consiguiente, si el destino de un farmaco es la oxidacion de Fase | a través
de los CYPs, seguida de una reaccion de conjugacion de Fase Il, por lo general la
velocidad de eliminacion dependera de la reaccion inicial de oxidacion [24].

Esta fase conjugativa, es catalizada fundamentalmente por la enzima glutation
transferasa; aunque también participan las enzimas UDP-glucuronosil transferasas y las
sulfotransferasas, entre otras [30]. Los metabolitos intermedios del acetaminofén son
conjugados por UDP-glucuronosil transferasas y las Sulfotransferasas para eliminarlos
en la bilis y orina.

1.8.1 UDP-Glucuronosil transferasas

La superfamilia de enzimas UDP-glucuronosiltransferasas forman parte de la fase Il del
proceso de biotransformacion. Su funcién es la de adicionar un grupo glicosil de un
azucar nucleotidico a una molécula pequefa hidrofébica [41].

Las nueve proteinas funcionales de UGT1 son codificadas por el locus UGTT,
ubicado en el locus 2q37. Este locus abarca casi 200 kb y mas de 150 kb codifican una
hilera de regiones de secuencias de exones que codifican cerca de 280 aminoacidos de
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la pocién amino terminal de las proteinas UGT1A (llustracion 6). La versatilidad en la
especificidad de los sustratos para cada UGT1A se deriva de la gran divergencia en la

1A12g 1AB 1A13E 1AT 1AS 1A3 1A1
Exor 1A 1A10 1AG 1.!'-'&!. 1A4 1A2p 2 3 4 8

MIIEIIIIIIIIU

UGT1A

e Y.
Ser? 181 Arg184 Asn203 Asn345

...... o | . ¥ 3 non-synonymous cSNPs

26 244 489 505 531

ER signal domains
] Tranamembrane domamn

. Cytosolic tal

Y N-nked glycosylation sites

UGT1AG

llustracidn 6. {a) Locus del gen LUGTY, donde las cajas negras representan a los exones especificos para cada isoforma del gen y
lzs cajas lineares son los cuatro exones que tienen en comun todas las isoformas dal gen, (b) Region del gen UGT1AS6 que
contiene las variantes polimarficas del mismo, Los tres cambios en los aminoacidos s localizan en el dominio de sefalizacion del
Obtenido de: Na:aEr..et al., 2004 [52].
secuencia codificada por las regiones del exon 1 [24].

La reaccion de glucuronidacién, catalizada por las enzimas UGTs integradas a la
membrana del reticulo endoplasmatico, implica la transferencia del co-sustrato
UDPGIcA a moléculas hidrofébicas (también llamadas agliconas); dando como
resultado la formacién de acido [B-D-glucopiranosidurénico o derivados de
glucurondsidos. Esta transferencia genera una modificacién en la molécula blanco, por
lo que modifica su actividad biolégica; incrementando la polaridad para facilitar su
excrecion a través de bilis u orina [42].

Se han descrito dos funciones biologicas primordiales de las enzimas UGTs: 1)
Su participacion es un factor determinante en la proteccion contra distintas toxinas que
se encuentra en los alimentos, carcindbgenos del humo de tabaco, medicamentos y
distintos contaminantes ambientales y 2) son factores claves en la homedstasis de
compuestos enddgenos, como la bilirrubina, hormonas esteroideas y tiroideas, acidos
grasos y acidos biliares [42].

1.9 Acetaminofén
El Acetaminofén (N-acetil-p-aminofenol, APAP) también conocido como paracetamol
(PARA) es un compuesto de bajo peso molecular. Es un acido extremadamente débil
(pka 9.7) y por lo tanto es ionizado en valores fisiologicos de pH [23]. Puede ser
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sintetizado dentro del cuerpo por la O-desalquilacion a partir de la fenacetina, un
analgésico que fue retirado del mercado debido a que provocaba nefrotoxicidad y
carcinogénesis [43, 44]. A dosis terapéutica de 1-2 g/dia, el paracetamol ingerido de
manera oral es indicado para la fiebre y el alivio de dolores leves a moderados. La dosis
terapéutica maxima de paracetamol recomendada para un adulto es de 4 g/dia y de
50-75 mg/kg/dia en nifios. EI consumo de dosis mayores a 7 g en adultos y de 150
mg/kg/dia en nifios es considerado potencialmente toxico para el higado y los rifiones, a
causa del metabolito intermedio altamente reactivo N-acetil-p-benzoquinona Imina
(NAPQI) capaz de unirse a macromoléculas [45]. Una de las enzimas responsables de
la formacion del metabolito NAPQI es el CYP2EA1, la variante alélica CYP2E1 Rsal C2
incrementa la sintesis de esta enzima, lo que trae como resultado un incremente en la
produccion de NAPQI durante el consumo de acetaminofén.

El acetaminofén puede utilizarse eficazmente en vez de la aspirina como agente
analgésico-antipirético; sin embargo, son mucho mas débiles sus efectos
antiinflamatorios. El farmaco es bien tolerado y es pequefa su incidencia de efectos
adversos gastrointestinales. Se expende sin receta y se utiliza como analgésico casero
comun. Sin embargo, en dosis excesivas y a muy breve plazo puede originar dafo
intenso del higado, y va en aumento el numero de casos de intoxicacidn accidental o
deliberada con este producto. El uso prolongado de menos de 2 g/dia de acetaminofén
no se acompafa tipicamente de disfuncion hepatica [24].

1.9.1 Ruta metabdlica del acetaminofén

El acetaminofén tiene una alta biodisponibilidad oral (88%), es bien absorbido y
alcanza los picos mas altos de concentracion en sangre dentro de los 90 minutos
posteriores a la ingestion [43, 45]. Presenta una vida media plasmatica de 1.5-2.5 horas
en dosis recomendadas [46]; mientras que en las sobredosis el tiempo de su vida media
se extiende de 4 a 8 horas y esta directamente relacionado con dafio en higado [45].

Entre 90 y 100% del medicamento se recupera en la orina antes de 24 h de la
primera dosis terapéutica, predominantemente después de conjugacion por el higado,
con acido glucurénico (aproximadamente 60%), acido sulfurico (cerca de 35%) o
cisteina (alrededor de 3%); también se han detectado cantidades pequefias de los
metabolitos hidroxilados y desacetilados [24].

La capacidad de glucuronidacion del medicamento es menor en nifos que en
adultos. Una proporcion pequefia del acetaminofén experimenta N-hidroxilacion por
accion de CYP hasta formar N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), un producto
intermediario fuertemente reactivo; dicho metabolito reacciona normalmente con los
grupos sulfhidrilo en el glutation (GSH) y lo torna inocuo. Sin embargo, después de
ingerir grandes dosis de acetaminofén se forma el metabolito en cantidades suficientes
para que se agote la reserva de GSH en el higado, lo cual contribuye en grado
relevante a los efectos toxicos de las dosis excesivas [24].
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Entre 25-35% de la dosis terapéutica de acetaminofén es metabolizada a
acetaminofén-sulfato (llustracion 7). La sulfatacion es catalizada por enzimas
Sulfotransferasas (SULT). Generalmente estas enzimas transfieren un grupo sulfo del
3’fosfoadenosin-5'-fosfosulfato (PAPS) a un aceptor como el acetaminofén, el PAPS se
sintetiza a partir del sulfato derivado de la dieta.

Entre el 5-15% de la dosis terapéutica del acetaminofén es excretado en la orina
como acido mercapturico o como conjugados de cisteina. La activacion metabdlica del
acetaminofén es catalizada principalmente por enzimas de la familia de citocromos

P450 [24], las cuales, biotransforman al acetaminofén a un metabolito reactivo capaz de
producir hepatotoxicidad.
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lNustracion 7. Ruta metabdlica del acetaminofén que se lleva a cabo en el hepatocito
Obtenido de: Mazaleuskaya, 2015 [43]
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1.9.2 Efectos toxicos en el higado

En los adultos, estos efectos tdxicos surgen después de la toma de una sola dosis de
10 a 15 g (150 a 250 mg/kg) de acetaminofén; dosis de 20 a 25 g o mas pueden ser
letales. Los sintomas que aparecen en los primeros dos dias de la intoxicacion aguda
con acetaminofén reflejan perturbaciones gastricas (nausea, dolor abdominal y
anorexia) y denotan una posible gravedad de la intoxicacion. Los signos clinicos de
dafio hepatico, que surgen entre dos y cuatro dias después de la ingestién de dosis
téxicas, consisten en dolor subcostal derecho, hepatomegalia dolorosa al tacto, ictericia
y coagulopatia. Se observan a veces disfuncidon o insuficiencia renal. El inicio de la
encefalopatia hepatica o el empeoramiento de la coagulacién después de ese lapso
conllevan mal prondstico. La obtencion de muestras para biopsia hepatica indica
necrosis centrilobulillar. En personas que no mueren, las lesiones del higado se
revierten en un lapso de semanas 0 meses. Resulta esencial un pronto diagnostico y
tratamiento de la sobredosis de acetaminofén para lograr un desenlace 6ptimo. Es
posible que 10% de los sujetos intoxicados que no reciben tratamiento especifico
termine por mostrar dano hepatico grave; 10 a 20% de ellos terminaran por morir de
insuficiencia hepatica a pesar de las medidas de apoyo intensivas. La N-acetilcisteina
(NAC) (mucomyst, mucosil, parvolex) esta indicada para pacientes en riesgo de
desarrollar lesién hepatica [24].

1.9.3 Medidas preventivas contra la hepatotoxicidad

En México, el paracetamol se encuentra en mas de 400 medicamentos
disponibles: de forma individual o en combinacién con otras sustancias, y es el
medicamento que se toma con mayor frecuencia al tratarse de automedicacion en los
mexicanos [47]. Es un medicamento de venta libre, el cual, es adquirido entre la
poblacion para tratar cefalea, periodo menstrual, resfriado, garganta irritada, dolor
dental y muscular, fiebre, tos y gripe.

Para reducir el riesgo de padecer una hepatotoxicidad, la FDA (Food Drug
Administration, por sus siglas en inglés) ha pedido a los productores que limiten la
cantidad de acetaminofén en las tabletas a 325 mg, y que las formulaciones que lo
contengan incluyan una advertencia sobre el riesgo de sufrir un dafo hepatico
potencial. También ha recomendado que los profesionales en la salud eviten prescribir y
dispensar productos que contengan mas de 325 mg de acetaminofén por dosis [48].

En 2017, el Instituto de la Practica de la Medicacion Segura en Canada (ISMP,
por sus siglas en inglés) lanzé el boletin “Acetaminofén: Prevencidon de dafios a través
de su uso seguro”, para disminuir la incidencia de hepatotoxicidad causada por éste
farmaco. Algunas alternativas sobre la seguridad en su uso han sido implementadas en
jurisdicciones como las de Reino Unido, Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda.
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El gobierno de Canada informa que en Canada hay mas de 700
hospitalizaciones al afio por sobredosis de paracetamol [49].

En 2016, Johnson y Johnson, fabricante de Tylenol (medicamento con mayor
aceptacion en EUA que contiene acetaminofén), redujo voluntariamente la dosis
maxima recomendada para un adulto de 4 g a 3 g [50].

JUSTIFICACION

El surgimiento de las ciencias gendmicas ha abierto la posibilidad de tratamientos mas
adecuados para cada poblacion, teniendo en cuenta su composicion genética. Es
evidente que el numero de estudios genético-poblacionales en poblacion
mestizo-mexicana es limitado, estudios en estas disciplinas tienen un alto valor en el
area epidemiolégica y farmacogendmica debido a que permiten estimar el mayor o
menor riesgo al que se encuentra expuesta una poblacion ante alguna enfermedad o
sustancia quimica extrana. Las reacciones adversas producidas por farmacos, estan
estrechamente relacionadas por la presencia de variantes polimérficas en enzimas que
metabolizan a estos compuestos. Uno de los medicamentos reportado como inductor
de dano hepatico es el acetaminofén. Se han reportado casos de dafio al higado
incluso bajo dosis terapéuticas en pacientes, asi como en voluntarios sanos. A pesar de
su tan amplia distribucion, prescripcion y consumo, subsiste la interrogante sobre la
dosis correcta para conseguir los efectos terapéuticos deseados y disminuir el riesgo de
padecer hepatotoxicidad.

El riesgo a padecer hepatotoxicidad por acetaminofén se ha asociado
recientemente con variantes alélicas en enzimas que participan en el metabolismo de
este farmaco, particularmente en Citocromos P450, Sulfotransferasas vy
UDP-Glucuronosil transferasas. Se desconocen las frecuencias de los alelos de riesgo
en poblacibn mestiza mexicana y sus implicaciones en el metabolismo de este
medicamento, asi como la incidencia de hepatotoxicidad asociada al consumo de este
medicamento en nuestra poblacion.

El uso de técnicas de biologia molecular, como PCR-RFLP, permite el estudio y
analisis de perfiles genéticos asociados a variaciones en el metabolismo de farmacos,
lo que permite obtener informacidén sobre la capacidad que tiene nuestra poblacion de
metabolizar algun compuesto quimico.

En este trabajo de tesis se estimara la frecuencia de tres SNPs reportados como
marcadores de riesgo de dafo hepatico por su participacion en el proceso de
desintoxicacién del acetaminofén, con la finalidad de identificar la variabilidad en
enzimas farmacometabolizadoras en el centro de México. La informacion que se
obtenga nos ayudara a entender mejor la composicion genética de nuestra poblacion
para el metabolismo de farmacos y sera relevante para entender

lo que acontece entre el paciente y el medicamento ingerido, si el medicamento
administrado fue el correcto, o la dosis fue la idénea, apuntando a una medicina mas
personalizada donde los médicos tengan la habilidad de poder seleccionar la terapia
con mayor efectividad en un paciente determinado.
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HIPOTESIS

Asumiendo que la inter-variabilidad genética caracteristica de nuestro pais se debe a
distintas contribuciones genéticas, introducidas primordialmente por flujos migratorios
extensivos que se establecieron de manera azarosa a lo largo del pais durante el
periodo de la conquista y la colonia, es probable que las poblaciones que habitan en
regiones geograficas alejadas entre si, cuenten con frecuencias alélicas distintas
(diferencias genéticas mas acentuadas)

Dada la historia de nuestra poblacién mestiza mexicana, se observara una alta
contribucion de ancestria amerindia, asiatica y europea, que se reflejara en las
frecuencias de los alelos UGT1A6*2 y CYP2E1 Rsal C2 analizados en esta
investigacion.

OBJETIVOS

e Estimar la susceptibilidad genética que presenta la poblacién mestizo mexicana
del centro del pais (CDMX, Puebla, Tlaxcala) a sufrir una intoxicacion por
acetaminofén con base en tres marcadores moleculares.

e Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de tres polimorfismos de un
solo nucledtido en dos enzimas que metabolizan el acetaminofén: UGT1AG, y
CYP2E1, en nuestra poblacion.

e Comparacion de frecuencias alélicas obtenidas en este estudio con las
reportadas en otras poblaciones.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestreo de individuos

Se recolectaron un total de 67 muestras de individuos sanos, quienes firmaron un
consentimiento informado, en el que aceptaron participar en el estudio ademas de
completar un cuestionario con datos demograficos. Se seleccionaron a los individuos
con base en los siguientes criterios.

Criterio de inclusién:
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e Tres lineas generacionales ascendentes nacidas dentro del territorio mexicano.

Criterio de exclusion:
e Individuos emparentados.

2.2 Purificacion de ADN

El ADN se purificé a partir de una muestra de sangre periférica (5 ml), bajo el
método de sales y perclorato de sodio [51]. Se utilizé éste método debido a la
posibilidad de almacenar las muestras por un periodo de tiempo prolongado a una
temperatura de 4°.

Los nucleos celulares se aislaron agregando 35 ml de buffer de lisis (320mM

sacarosa, 5SmM MgCl2, 1% Triton X-100, 10mM Tris-Hcl, pH 7.4) a los 5 ml de sangre
extraida. Se agitaron vigorosamente en un vortex y se centrifugaron 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
(NaClO,) 5M. Esta suspension se mezclé por rotacion 15 minutos a temperatura
ambiente y 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 centrifugacién a 1400g por 10 minutos.

La fase acuosa, que contiene al ADN, se transfiri6 a un tubo de 15 ml y se
agregaron 2 volumenes de etanol frio (a 4°C). El tubo se invirtid varias veces para
precipitar el DNA vy transferirlo a un tubo de 2 ml. EI ADN se lavé 2 veces con etanol
70% y se dejo secar a temperatura ambiente al vacio para resuspenderlo en 20 L de
buffer TE (10mM tris-HCI, 1mM EDTA pH 7.4) y se incubdé por 16 horas a 60°C,
posteriormente se cuantific6 su concentracion de ADN en un espectrofotometro
nanodrop y se guardo a 4°C hasta usarse para la genotipificacion de los alelos.

2.3 Genotipificacion por PCR-RFLP y Electroforesis

La genotipificacion se realiz6 mediante la técnica de Polimorfismo de Longitud de
Fragmento de Restriccion (RFLP). El conjunto de SNPs seleccionados para el estudio
de ésta poblacién fueron tomados de estudios previos, donde se les relacion6 con un
riesgo incrementado a padecer hepatotoxicidad por exposicidon a acetaminofen. La
amplificacion de los segmentos polimorficos por reaccion en cadena de la polimerasa,
se llevd a cabo en un termociclador de gradiente Bio-Rad T100.

2.3.1 PCR-RFLP rs675982 (UGT1A6 19T>G)
Se emplearon los oligonucledtidos descritos por Nagar et al., 2004 [52] (Tabla 1). Las
condiciones utilizadas para su amplificacion fueron las siguientes:
95 °C por 3 minutos, 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por 1
minuto y finalmente 72 °C por 5 minutos, por 40 ciclos. Obteniendo un amplicon de 237
pb.
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La restriccion con la enzima Hhal se llevé a cabo en un termociclador de gradiente a
una temperatura de 37 °C por 12 horas.

Los fragmentos de la digestion fueron separados por electroforesis, en gel de
agarosa al 4% bajo un voltaje constante de 80 V, por 40 minutos, en la camara
electroforética Mini-Sub Cell GT de BioRad. El gel fue tefido con el colorante
SmartGlow de CCURIS y fue observado en el transiluminador UVP de Analytikjena, se
tomaron fotografias para su posterior analisis.

2.3.2 PCR-RFLP rs1105879 (UGT1A6 552 A>C)
Se emplearon los oligonucleétidos descritos por Nagar et al., 2004 [52] (Tabla 1). Las
condiciones utilizadas para su amplificacién fueron las siguientes:
95 °C por 3 minutos, 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por 1
minuto y finalmente 72 °C por 5 minutos, con un total de 40 ciclos. Obteniendo un
amplicon de 215 pb. La restriccion con la enzima Bbvl se llevd a cabo en un
termociclador de gradiente a una temperatura de 37 °C por 12 horas.

Los productos de la restriccion fueron separados por electroforesis, en gel de
agarosa al 3% bajo un voltaje constante de 80 V, por 35 minutos.
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2.3.3 PCR-RFLP rs2031920 (CYP2E1 -1053 C>T)
La region polimérfica del gen CYP2E1 fue amplificada utilizando los oligonucledétidos
descritos por Hayashi et al., 1991 [53] (Tabla 1). Las condiciones utilizadas para su
amplificacion fueron las siguientes:
95 °C por 3 minutos, 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 1
minuto y finalmente 72 °C por 5 minutos por 40 ciclos. Obteniendo un amplicén de 566

pb.

El amplicon fue digerido con la enzima Rsal, a 37 °C por 3-4 horas.

Los productos de restriccion fueron separados por electroforesis, en gel de
agarosa al 2% bajo un voltaje constante de 80 V, por 35 minutos.

Tabla 1. Secuencias de nucleétidos utilizadas como primers para la amplificacion de la regién polimoérfica de cada

gen.
Polimorfismo Secuencia
UGT1A6 |Forward | GAT TTG GAG AGT GAA AACTCTTT
19 T>G Reverse CAG GCA CCA CCA CTA CAATCT C
UGT1A6 |Forward | CTT TAA GGA GAG CAA GTT TGA TG
552 A>C | Reverse CAA CTC GTT GGG AAA AAG TC
CYP2E1 |Forward | GTC CCT GCCACCTCACACT
-1053 C>T | Reverse CCC TCT TCC ACC TTC TAT

3. RESULTADOS

3.1Distribucién geografica de la muestra
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Se analizaron un total de 67 muestras sanguineas, las cuales, representan a la
poblacion del centro del pais, ya que los individuos participantes nacieron dentro del
territorio de Puebla, Tlaxcala o CDMX. De las 67 muestras analizadas, 17 fueron
hombres y 50 mujeres. El resumen de datos demograficos obtenidos se muestra en la
Tabla 2.

Tabla 2. Datos demogréficos de la muestra estudiada.

Hombres Mujeres
Voluntarios 17 50
Edad 43.87 +18.08 | 39.39+17.89
Peso 68.87 £9.23 | 64.15+8.58
I.M.C. 26.45 +3.09 26.55+4.33

La muestra poblacional estuvo conformada mayoritariamente por mujeres, tuvo
un rango de edad de 17 a 87 anos y un |.LM.C. promedio de 26.50, lo que indica
sobrepeso en la mayoria de los individuos que participaron. A pesar de que en un
principio se planteo el objetivo de muestrear a individuos que contaran con una historia
familiar de ancestria meramente poblana (de abuelos y padres nacidos en Puebla), fue
complicado cumplir con este criterio, ya que, en algun escalon del arbol familiar se
encontraba la procedencia de un progenitor foraneo a la zona de estudio, poniendo en
evidencia el gran flujo génico que se da en nuestro territorio. Razén por la cual se
decidié afadir muestras con procedencia de los estados perteneciente a la zona centro
del pais. llustracién 11.

Estados Unidos Mexicanos

.
o e

Tlaxcala
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3.2 Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores

La extraccion de ADN de las muestras permitio la genotipificacion por PCR-RFLP de los
polimorfismos situados en los genes UGT1A6 y CYP2E1. Las frecuencias genotipicas y
alélicas fueron calculadas de la siguiente manera, tomando en cuenta que, para cada

gen, solo existen dos alelos:

Frecuencia genotipica

NAA

AA = Ne

NAa

Aa = Nt

aq = Naa

- Nt
Dénde:

AA = Homdcigo silvestre; Aa = Heterocigoto; aa = Homdcigo mutante
NAA = No. de individuos con el genotipo hdmocigoto silvestre
NAa = No. de individuos con el genotipo heterocigoto
Naa = No. de individuos con el genotipo homocigoto mutante
Nt = No. total de individuos muestreados

Una vez obtenidas las frecuencias genotipicas, se continua con el calculo de las
frecuencias alélicas:

Frecuencia alélica
o 1
A=p=D+ —H

a=qg=R+ %H

p+q=1

Donde:
A = Variante alélica Silvestre
a = Variante alélica Mutante

A/A | 0.717
Frecuencias Genotipicas rs1105879 A/C| 0.283
UGT1A6 552 A>C
C/C 0
T/T 0.683
rs675982 /G 0.3 C/C 0.617
UGT1A6 19T>G : rignq%}?zo c/T | 0333
G/G | 0.017 VR2E1 Root
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T/T 0.05 rs1105879 A 0.858

UGT1A6552A>C | ( 0.142
Frecuencias Alélicas
T 0.834
rs675982 rs2031920 | C | 0.783
UGT1A6 19T>G G 0.166 CYPoEL Rcal - 0217

De las 60 muestras analizadas para cada polimorfismo, las frecuencias genotipicas mas
altas se encontraron en los alelos silvestres: UGT1A6 19 T>G T/T, UGT1A6 552 A>C
A/A'y CYP2E1 -1053 C>T C/C; y las frecuencias mas bajas fueron las presentadas por
los homécigos mutantes de cada variante alélica tipificada: UGT1A6 19 T>G G/G,
UGT1A6 552 A>C C/C y CYP2E1 -1053 C>T T/T. Solo se observaron homocigotos
mutantes para las variantes UGT1A6 19 T>G y CYP2E1 Rsal C2, ya que los alelos
mutantes en la mayoria de los casos se observaron en condicion heterocigota.

3.3Ley de Hardy-Weinberg
Como ya se describid anteriormente, la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg es la base
de la genética de poblaciones. Para su calculo se consideran los resultados
anteriormente expuestos (frecuencias genotipicas). Se realizé de la siguiente manera:

D=p2
H = 2pq
R=q2

Si p = 0: el alelo se ha eliminado; si p = 1: el alelo se ha fijado en la poblacion.

Los alelos analizados en este estudio se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg,
como se observa en la Tabla 3, tanto para la enzima UGT1A6 como para la CYP2E1;
donde ningun valor tiende a 1. De esta manera se observa que no hay alguna fuerza
presente ejerciendo presion sobre las frecuencias alélicas. Significa que no hay
evolucion en la poblacién estudiada para los genes analizados.

Tabla 3. Aplicacién de la Ley de Hardy-Weinberg para las frecuencias alélicas estudiadas.

UGT1A6 19 UGT1A6 CYP2E1

>G 552 A>C -1053 C>T
D 0.694 0.736 0.613
H 0.277 0.244 0.34
R 0.028 0.02 0.047
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3.4Diferencias de las frecuencias encontradas con respecto a las reportadas en
otras poblaciones

Para el polimorfismo UGT1A6*2 (19 T>G; 552 A>C) se realiz6 una busqueda
bibliografica con el fin de obtener informacion sobre las frecuencias alélicas observadas
en otras poblaciones, y los datos se muestran en la Grafica 1. Para la modificacion
nucleotidica T>G en la posiciéon 19 del gen UGT1A6 (Grafica 1), la poblacién mestiza
mexicana es la que cuenta con una menor frecuencia en el alelo mutante (0.166) a
comparacién de las reportadas por otras poblaciones. En Grecia se encuentra la mayor
prevalencia del alelo mutante (0.373), seguida de la India (0.356) y China (0.261).

UGT1A6*2
19 T>G
Japan [54] I
Korea [55] N (—
Grecia [56] N
ndia [57] I

China (she) [58] |G ——
China (Dong) [58] NG
china (Han) (58] N
China [59] [ |
México (Centro) * | NG —
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

BT HG

Gréfica 1. Comparacion de las frecuencias alélicas (UGT1A6 19 T>G) obtenidas en este estudio con las reportadas
por otras poblaciones. *Este estudio.

Con respecto al polimorfismo presente en la posicion 552 del gen UGT1A6
(Gréfica 2), India presenta la mayor frecuencia para el alelo mutante (0.363), seguida de
Suecia (0.335) y Grecia (0.343), mientras que la poblacion de Portugal presenta la
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menor frecuencia (0.044). La poblacion mestiza mexicana es la segunda poblacion con
menor prevalencia del alelo mutante (0.142).

UGT1A6*C2
552 A>C

Suecia [61]
Portugal [60]
Korea [55]

lapan [54]

India [57]

Grecia [56]
China [She) [58]
China (Daong) [58]

China (Han) [38]

China [39]
México (Centro)* NG -

0 0.z 0.4 0.6 0.8

[

12

HT NG

Grafica 2. Comparacion de las frecuencias alélicas (UGT1A6 552 A>C) obtenidas en este estudio con las reportadas
por otras poblaciones. *Este estudio.

Para el caso del polimorfismo CYP2E1 Rsal C2 se realizé también una busqueda
bibliogréafica, con el fin de obtener informacion sobre las frecuencias alélicas en distintas
poblaciones alrededor del mundo. Los datos fueron clasificados de acuerdo al
continente donde se realizé el muestreo, debido a la gran cantidad de estudios y datos
que fueron encontrados.

En primera instancia, se hizo una grafica con datos pertenecientes a las
poblaciones que habitan dentro de México (Grafica 3). El alelo mutante se encuentra
con mayor frecuencia que el alelo silvestre en las poblaciones que han preservado mas
su acervo genético, como en las etnias de los Pimas y los Huicholes, con frecuencias
por un poco arriba del 0.5 (0.557 y 0.515, respectivamente). Los Otomies y los Mayas
tienen frecuencias muy parecidas entre ellos con respecto a la frecuencia del alelo
mutante (0.297 y 0.265, respectivamente). De entre las poblaciones que no se
presume pertenecer a alguna etnia definida (debido al mestizaje que se ha
experimentado en su regién), la poblacién que cuenta con una mayor frecuencia del
alelo mutante es la estudiada en este trabajo, la mestiza-mexicana del centro del pais
(0.217), seguida de la que reside en los estados de México y Coahuila (0.196).
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Finalmente, la poblacion que cuenta con la menor incidencia del alelo mutante CYP2E1
Rsal C2 es la perteneciente a Guadalajara (0.106).

Mexico
CYP2E1 Rsal C2
Mestizos (Gdl) [62] | |
Mexico-Americanos [63] | |
Mestizos [Tepic) [64] | |
Mestizos (México y Ceahuila) [65] NG .
Mestizos [Centro)* | |
Maya (Yucatdn) [66] N
Ctomies (Centra) [67] [ |
Huicholes (Méxica) [64] [ |

Pimas (Sonora y Chihuahua) [66] NG —

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Hc W7

Gréfica 3. Polimorfismo CYP2E1 Rsal C2 en poblaciones mexicanas.

La poblacion mexicana cuenta con mas semejanzas en cuanto a historia y
cultura con las poblaciones de América Latina, por lo que la siguiente grafica que se
realizé es la Grafica 4.

Sucede lo mismo que en la comparacion anterior. La poblacion con mayor
prevalencia del alelo mutante es la perteneciente a una etnia, la Karitiana de Brasil, en
Amazonas Occidental, con una frecuencia del alelo mutante de 0.556; seguida de la
etnia Aché de Paraguay (0.425). Sin embargo, la poblacion que cuenta con menor
presencia del alelo mutante también pertenece a una etnia, la Wai Wai en Brasil (0.019),
seguida de la Xavante de Brasil (0.03). Las poblaciones de Chile, Colombia y Nicaragua
cuentan con una frecuencia de CYP2E1 Rsal C2 muy parecidas entre ellas (0.155,
0.183 y 0.164, respectivamente), dejando al valor de la poblacion mestiza mexicana por
encima de ellas.
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Grafica 4. Polimorfismo CYP2E1 Rsal C2 en América Latina.

Las poblaciones pertenecientes al continente europeo muestran una frecuencia
muy limitada en cuanto a la presencia del alelo mutante, siendo Suecia la que cuenta
con una mayor frecuencia, y esta siendo solo de 0.054. Los investigadores que
reportaron a este grupo de frecuencias mencionaron que en la mayoria de los casos, no
encontraron individuo alguno que fuera portador en su genotipo de los dos alelos
mutantes (homdécigo mutante). En la Grafica 5 se observa claramente que la poblacion
mestiza mexicana sobresale en cuanto al valor de su frecuencia en el alelo mutante, en
comparaciéon con lo observado en poblaciones europeas.
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Europa no fue el unico continente que presentd una baja frecuencia del alelo mutante,
el continente africano resultd representar a las poblaciones humanas con menor
frecuencia de este alelo de riesgo (Grafica 6). La frecuencia del alelo silvestre es 1 en
poblaciones como la etiope, y etnias como la Coloured, Zulu, Xhosa, y otras mas.

Finalmente, en el continente asiatico y australiano (Grafica 7) se encuentran valores en
las frecuencias muy parecidas a lo reportado para nuestra poblacion. Micronesia es la
poblacién con mayor frecuencia del alelo mutante (0.419) en esta region, seguida de la
poblacién china (0.311) y japonesa (0.263). En las poblaciones de Iran, Turquia e India
se observa una casi nula presencia del alelo mutante.
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3.5Numero de alelos de riesgo encontrados en la poblacién de estudio

De las 67 muestras obtenidas, 52 fueron analizadas para los tres polimorfismos. Por
cada variante de riesgo que presenta el individuo, se suma un punto; en el caso que no
se encuentre alguna variante de riesgo, el valor permanecera sin cambio alguno. Con el
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fin de ejemplificar lo anterior, se demuestran dos casos particulares de perfiles
genéticos en los que se determina su riesgo relativo con base en su genotipo.

SNP
Muestra Riesgo
rs675982 | rs1105879 | rs2031920
20 +/+ +/+ +/+ 0
15 +/- +/- +/- 3

De esta forma se sumaron el numero de alelos mutantes para 52 muestras
analizadas. Los resultados se observan en la Grafica 8.

25

Numero de individuos

1 2 3

=]

MNiumero de alelos de riesgo

Grafica 8. Numero de individuos que son portadores de 0-3 alelos de riesgo.

La mayor susceptibilidad genética a padecer hepatotoxicidad por acetaminofén estaria
conferida por la posesion de ambos genes mutantes, es decir, que el individuo con
mayor riesgo a desarrollar esto, seria aquel que fuera portador de ambos alelos
mutantes para cada gen. Sin embargo, no se encontré ningun individuo que fuera
homocigoto mutante para los tres polimorfismos analizados UGT1A6 19 T>G G/G,
UGT1A6 552 A>C C/Cy CYP2E1-1053 C>T T/T.

En la Grafica 9 se representa el porcentaje de individuos que portaron 0, 1,2y 3
alelos de riesgo. De nuestra muestra total, se genotipificaron los tres SNPs en 52
individuos, de los cuales, solo el 17% (9 individuos) contd con la presencia de tres
alelos de riesgo, convirtiéendose en los individuos portadores con mayor riesgo. Mientras
que el mayor porcentaje de individuos (39%) resultaron homocigotos silvestres.
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Gréfica 9. Porcentaje de individuos que cuentan en su perfil genético con 0-3 alelos de riesgo.

4. DISCUSION

Este es el primer estudio para identificar la incidencia de polimorfismos en enzimas
farmacometabolizadoras asociados con riesgo de dafio hepatico por consumo de
acetaminofén en poblacion mexicana. Las tres variantes alélicas analizadas en esta
investigacion se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, es decir ninguna fuerza
evolutiva esta actuando sobre ellas. Las poblaciones no son estaticas, sino dinamicas, y
la aplicacion de la Ley de Hardy-Weinberg permite esclarecer las fuerzas que impulsan
el cambio genético, y, por lo tanto, su variabilidad [5].

De los SNPs analizados, unicamente el CYP2E1 Rsal C2 se encontr6 altamente
representado en nuestra poblacién. Esta enzima de metabolismo de fase I, aunque
tiene poca participacion (5%) en el metabolismo del acetaminofén (en comparacion con
la UGT1A6 50-55%), es la responsable de la formacion del metabolito reactivo
N-acetil-p-benzoquinona Imina (NAPQI), por lo que el riesgo a desarrollar
hepatotoxicidad por este medicamento en nuestra poblacion mestiza mexicana del
centro, se estimé en 5% correspondiente a la frecuencia genotipica de individuos
homocigotos para el alelo mutante del CYP2E1.

La frecuencia de los polimorfismos varia en las poblaciones de seres humanos
[6, 104]. Una vez obtenidas las frecuencias de los tres alelos en nuestra poblacion las
comparamos con las reportadas previamente en otras poblaciones como se observa en
las graficas 1-7. En el caso de los polimorfismos en el gen UGT1A6, no se pudo realizar
un analisis poblacional mas extensivo por la cantidad limitada de trabajos reportados de
polimorfismos para este gen.
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La glucuronidacion es la ruta principal de desintoxicaciéon del paracetamol, ya que
mas del 50% de éste es eliminado de esta forma. Estudios en microsomas de higado
de humanos y hepatocitos cultivados indican que las enzimas UGT1A1, UGT1AG,
UGT1A9 y UGT2B15 se encuentran relacionados con la glucuronidacion del
acetaminofén [43, 105, 106]. Sin embargo, las principales isoformas de conjugacion del
paracetamol son UGT1 A6 y A9 [43]. Por lo anterior, es de vital importancia la
genotipificacion de las variantes alélicas de esos genes para predecir la reaccion de
nuestra poblacion ante tal farmaco.

La sustitucidn nucleotidica en la posicion 19 T>G conlleva a una modificaciéon
no-sindénima S7A [52]. El efecto de la modificacién S7A es aun incierto, debido a que se
encuentra localizada en la region putativa del péptido-senal (residuos 1-26) de la
proteina recién sintetizada, que probablemente se escinde poco después de la
insercion en la membrana microsomal. Sin embargo, se especula que la sustitucion de
alanina dentro de la regidn péptido sefial podria facilitar la funcidén de la péptido-senal,
por lo que potenciaria la senalizacion e insercién en la membrana [107].

El SNP no-sinbnimo de 552 A>C ubicado en el gen UGT1A6 fue descubierto por
Ciotti y colab. en 1997, modificacion que genera el cambio del aminoacido de arginina
por serina en la posicién del aminoacido numero 184. Se ha observado que las enzimas
portadoras de las sustituciones T181A y R184S presentan una menor actividad
catalitica [107]. En el metabolismo del acetaminofén, esto significaria que las enzimas
mutantes no reaccionarian con la misma afinidad que lo harian las enzimas silvestres,
dejando a rutas alternas (sulfatacién y oxido-reduccion) con un mayor numero de
moléculas de acetaminofén para ser biotransformadas.

Las variaciones en las frecuencias alélicas encontradas para el CYP2E1 son
notables. Debido a lo anterior, se sugiere que el origen del alelo mutante podria haber
sido en el continente asiatico, antes de la migracion de las primeras poblaciones
humanas de Asia a América por el estrecho de Bering, ya que las frecuencias alélicas
de este polimorfismo son muy similares en las poblaciones indigenas americanas y
asiaticas.

La predominancia del alelo mutante CYP2E1 Rsal C2 en las etnias como los
Huicholes, Pimas, Otomies, la poblacion perteneciente a micronesia podria deberse a la
disminucién de individuos en su poblacion, lo que en algun momento llevaria a la
fijacion de uno de los alelos. En el otro extremo, poblaciones como la africana y
europea, la presencia de este alelo mutante es casi nula. Por otro lado, la poblacién
mestiza mexicana, junto con las latinas, amerindias y asiaticas son las que presentan
frecuencias parecidas para el gen CYP2E1.

En 1991, Hayashi y colaboradores., identificaron una modificacién genética en la
regién flanqueante 5°, exactamente en la posicién -1053 (CYP2E1 -1053 T>C). Esta
sustitucién es capaz de potenciar la expresion del gen 10 veces mas, lo que implicaria
una mayor cantidad del metabolito reactivo NAPQI.
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La expresion hepatica de cada enzima CYP viene determinada genéticamente.
Este hallazgo explica en gran medida las diferencias de cuatro veces o mas en las
tasas del metabolismo de farmacos entre personas sanas. La expresion de varias CYP
se regula durante el desarrollo. Durante la vida adulta, la expresién de algunas CYP
disminuye ligeramente (hasta el 10%) con el avance de la edad, pero este cambio es
pequefio en comparaciéon con los efectos de la variacion genética, las influencias
ambientales y la hepatopatia. Las diferencias de sexo en la expresion de CYP 3A1y
2E1 pueden explicar el ligero aumento del metabolismo de ciertos farmacos
(eritromicina, clordiacepoxido, midazolam) en las mujeres, pero sigue sin estar claro si
esta diferencia contribuye al aumento de riesgo de reacciones hepaticas
medicamentosas en las mujeres.

Cuando se estima el riesgo a padecer hepatotoxicidad por medicamentos es
importante considerar el estado nutricional de una persona, ya que este influye en la
expresion de ciertas CYP. La expresion de la CYP2E1 es aumentada por la obesidad, la
elevada ingesta de grasa y el ayuno. En pacientes con diabetes mellitus se incrementa
la expresion de CYP2E1 [108].

La toxicidad generada por el CYP2E1 es resultado de la reaccion que implica la
union del oxigeno molecular al hierro en el grupo prostético hemo, con la subsiguiente
reduccién del oxigeno por la aceptacion de un electron de la nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH) citocromo P450 reductasa, una flavoproteina reductasa.
El oxigeno activado resultante es incorporado al farmaco o a otro compuesto lipdfilo. La
reduccion del oxigeno y la insercién en un farmaco que actua como sustrato (oxidaciéon
de funcion mixta) generan productos intermedios quimicamente reactivos, como
radicales libres, intermediarios oxi electréfilos (p. ej., epoxidos inestables,
quinona-iminas), y especies reactivas de oxigeno (ROS). NAPQI es un metabolito
oxidante y arilante responsable de la hepatotoxicidad del acetaminofén [108].

La combinacion de ayuno, obesidad, alcohol, fenobarbital, fenitoina, opioides y
ciertos antidepresivos con acetaminofén podrian fomentar el desarrollo de una
hepatopatia [105. 111]. Los trastornos en que hay induccion de CYP (como el consumo
inmoderado de alcohol) o agotamiento de GSH (como el ayuno o la malnutricion)
agravan el riesgo de que surja lesidén hepatica, como se ha corroborado (aunque pocas
veces) con dosis dentro de limites terapéuticos [23].

Los efectos en la farmacocinética y farmacodinamia producidos por la actividad
de enzimas polimérficas dependen de la participacion que tengan en reacciones de
biotransformaciéon de Fase | o Fase Il y si alguno de los metabolitos producidos en
dichas reacciones se vuelve altamente reactivo, ya que modificaran la posible toxicidad
del compuesto, las rutas y la rapidez de eliminacion [109]. El higado, y en menor
medida el rifidn y el intestino, son los 6rganos implicados en el metabolismo del
acetaminofén [110]. Es por eso que el érgano blanco de los metabolitos intermedios
reactivos del acetaminofén es el higado.
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Los SNPs que se encuentran dentro de regiones implicadas en la expresion de

las enzimas metabolizadoras de farmacos son importantes, debido a que podrian
afectar la expresion o constitucién de esta. Con base en polimorfismos y metabolismo,
se obtienen variaciones en el fenotipo del individuo (metabolizador lento, metabolizador
intermedio, metabolizador rapido o extensivo o metabolizador ultrarrapido). El
polimorfismo CYP2E1 Rsal C2 se localiza en la region flanqueante 5 del gen CYP2E1
en la posicién -1053, (es decir, rio arriba del inicio de la transcripcion) esta sustitucion
en la region reguladora del gen es capaz de potenciar su expresion 10 veces mas en
comparacioén con el alelo silvestre.
El conocimiento de las variantes genéticas de las enzimas metabolizadoras de
farmacos, ha sido importante desde los afos cincuenta del siglo XX para explicar las
diferencias interindividuales con respecto a concentraciones de farmacos y sus efectos
farmacodinamicos [24, 102]. La respuesta de un individuo a un farmaco podra ir desde
un fracaso terapéutico hasta una reaccién de toxicidad [103], en funcién de sus
variantes alélicas en genes que codifican enzimas metabdlicas. La farmacogenética
intenta identificar la influencia que tienen los factores genéticos en la eficiencia y
padecimiento de efectos adversos de un farmaco. Se requieren mas estudios que
puedan predecir el riego de las poblaciones a padecer efectos adversos por el consumo
de medicamentos para elegir mejor los farmacos administrados y ajustarlos al origen
étnico de cada poblacion.

5. CONCLUSIONES

La poblacion humana no es homogénea en cuanto a riesgo de enfermedades. Existe la
posibilidad de que cada ser humano tenga un determinado riesgo unico, basado en su
herencia genética y los factores no-genéticos y ambientales a los que se encuentra
expuesto a lo largo de su vida.

La muestra analizada presenta un riesgo de leve moderado a sufrir una
hepatotoxicidad por acetaminofén, debido principalmente a la alta frecuencia observada
para el alelo de riesgo T en posicién -1053 del gen CYP2E1.

Las etnias (al tener mas conservado su acervo genético) presentan una mayor
prevalencia del alelo de riesgo CYP2E1 Rsal C2, por lo cual se deben tomar en cuenta
las consideraciones necesarias al prescribir medicamentos que contienen
acetaminofén.

Estos resultados, podrian considerarse en un futuro para tomar decisiones al
momento de elegir los farmacos administrados y ajustar la dosis de acuerdo al acerbo
genético de la poblacién.
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Este trabajo fue presentado en distintas reuniones académicas:

Congreso Interdisciplinario de Cuerpos Académicos CICA-2018 que se llevd a cabo en
Guanajuato, Gto. los dias 20 y 21 de septiembre de 2018.

XXXII Congreso Nacional de Bioquimica, que se realizd en Ixtapa Zihuatanejo,
Guerrero del 4 al 9 de noviembre de 2018.

V Encuentro Internacional sobre Biotecnologia en la UATx que se llevé a cabo en
Tlaxcala, Tlax. del 2 al 5 de diciembre de 2018.
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