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1. POLIMORFISMO ACETILADOR

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS Y CARACTERISTICAS
GENERALES DEL POLIMORFISMO ACETILADOR

El polimorfismo acetilador fue descubierto hace mas de 40 afios tras la
introduccién de la isoniazida para el tratamiento de la tuberculosis. La
neuropatia producida por dicho farmaco estaba en relaciéon con altos niveles
plasmaticos del mismo (Bdnicke y Reif 1953). Dado que la isoniazida tenia
una estructura quimica similar a otros compuestos también acetilados como
el acido p-aminosalicilico y algunas sulfonamidas, se sospech6é que la
acetilaciéon podria ser su via de metabolizacién. En 1955 Hugues y cols.
describen que el principal metabolito excretado de la isoniazida es la
acetilisoniazida y que el patrén de metabolismo de isoniazida en un mismo
individuo permanece constante a lo largo del tiempo. Mitchel y Bell en 1957
clasifican a un grupo de pacientes en tratamiento con isoniazida como
inactivadores lentos (60% de la poblacién), rapidos (25%) e intermedios
(15%) en funcion de los resultados obtenidos al medir las concentraciones
séricas de farmaco microbiolégicamente activo a las 6 horas de la ingesta de
4 mg/kg de peso. Estudios familiares indicaron que la capacidad
metabolizadora dependia de la constitucion genética (Evans 1960). Se
observdé que aproximadamente la mitad de los pacientes de raza blanca
eliminaban lentamente la isoniazida de sus organismos debido a una
reduccion en la tasa de N-acetilacion en el higado. Posteriores estudios in
vivo e in vitro concluyeron que la metabolizacion de una amplia variedad de
arilaminas, hidrazinas y xenobidticos se encuentra afectada por el mismo
defecto genético (Weber 1987; Evans 1989).

La reaccion enzimatica de N-acetilacion hepatica es llevada a cabo
por la enzima citosolica Arilamina N-acetiltransferasa (NAT; E.C. 2.3.1.5) e

implica la transferencia de acetato procedente del Acetil Coenzima A (Acetil-
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CoA) a aminas aromaticas e hidrazinas para dar lugar a acetamidas e
hidrazidas respectivamente.

Figura 1. Acetilacion de isoniazida.
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Existen dos tipos de sustratos susceptibles de ser metabolizados por
acetilaciéon. En primer lugar aquellos que, al igual que la isoniazida son
metabolizados con distinta rapidez segun la capacidad genética y con los
cuales se observa una clara distribucion bimodal en la poblacién (tales como
sulfametazina y procainamida entre otros) y por otra parte aquellos en los que
la distribucion es aparentemente unimodal. Estos ultimos se conocen como
sustratos de metabolismo monomorfico y entre ellos se encuentran el acido p-
salicilico (PAS) y el acido p-aminobenzoico (PABA). Ello hizo sospechar de la
existencia de diferentes tipos de N-acetiltranferasas de tal manera que
aquella que metaboliza los sustratos de modo polimoérfico fue denominada
NAT2 y aquella que metaboliza los sustratos de modo monomorfico fue
denominada NAT1. Jenne en 1965 fue el primero que realiz6 un estudio

bioquimico detallado en tejido hepatico de acetiladores rapidos y lentos,
8
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sugiriendo que 2 enzimas diferentes eran las responsables del metabolismo
monomorfico y polimérfico de los sustratos, siendo una de ellas
cuantitativamente menor en el higado de los individuos metabolizadores
lentos. Estudios similares realizados con posterioridad en pacientes a los
cuales se les habia fenotipado mediante la realizacion del test de la cafeina
confirmaron los hallazgos iniciales de Jenne (Grant y cols., 1990).

Segun el fenotipo NAT2 la poblacién queda distribuida bimodalmente.
Se habla de polimorfismo genético cuando existen como minimo 2 fenotipos
en la poblacion no teniendo ninguno de ellos una frecuencia inferior al 1%
(Meyer 1991).

Los metabolizadores lentos tendran mayor riesgo de sufrir efectos
adversos producidos por farmacos cuya via metabdlica principal sea por
acetilacion. Por el contrario los metabolizadores mas rapidos es posible que
no alcancen los niveles terapeuticos adecuados. Entre algunos de los
farmacos que son acetilados polimérficamente (Tabla 1) se encuentran los
siguientes:  dapsona, hidralazina, procainamida, aminoglutetimida,
sulfadiazina, sulfametacina y metabolitos de clonazepan, dipirona,
aminopirina y cafeina. Pero no solo se metabolizan farmacos mediante
acetilacién, sino que ciertos xenobibticos que son cancerigenos también son
metabolizados a través de dicha ruta. Entre ellos tenemos la benzidina, el 2-
aminofluoreno y la B-naftilamina.

Durante mucho tiempo se pensd que otra N-acetiltransferasa hepatica
llamada NAT1 era una enzima monomorfica que metabolizaba a farmacos
como el PAS y el PABA. Sin embargo, existen recientes investigaciones que
han descartado el presunto caracter monomorfico de la NAT1. Dichos
estudios han demostrado que existen numerosas variantes alélicas para esta
enzima (Vatsis y Weber 1993; Vatsis y cols. 1995; Payton y Sim 1998; Lin y
Cols., 1998; Zhao y cols., 1998; Dhaini y Levy 2000) algunas de las cuales

conducen a un fenotipo NAT1 lento.



Tabla 1. Sustratos metabolizados por la enzima NAT2.

SUSTRATO

REFERENCIA

Farmacos

Aminoglutetimida

Coombes y cols., 1982

Aminopirina

Agundez y cols., 1995a

Amrinona

Hamilton y cols., 1986

Cafeina (metabolitos)

Grant y cols., 1984

Clonazepam (metabolitos)

Olivera y cols., 1998

Dapsona Peters y Levy 1971
Dipirona Levy y cols., 1984
Fenelzina Hein y Weber 1982
Hidralazina Evans y White 1964

Nitrazepam (metabolitos)

Karim y Evans 1976

Procainamida

Karlsson y cols., 1975

Sulfametacina

Evans 1962

Sulfapiridina

Schréder y Evans 1972

Xenobiodticos

Benzidina

Cartwright y cols., 1982

4-aminobifenil

Vineis y cols., 1994

4-aminofenol

Hein y cols.,1993

2-aminofluoreno

Hein y cols.,1993

2-naftilamina

Lower y cols.,1979

INTRODUCCION
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1.2 BASES GENETICAS DEL POLIMORFISMO NAT2

Los genes que codifican las enzimas NAT1 y NAT2 estan localizados
en el cromosoma 8 (pterq11), pero estan separados al menos por unas 25 kb
(kilobases) (Figura 2). Ambos tienen una similaridad del 87% en la secuencia
de nucledtidos y codifican sendas proteinas de 290 aminoacidos que
coinciden en un 81%.

Figura 2. Disposicion de los genes NAT1, NAT2 y NATP.

Se demostré la existencia de 3 genes distintos de N-acetiltransferasas
en humanos: NAT1, NAT2 y NATP. NATZ2 esta codificado por un exéon de 870
pb (pares de bases) y existe otro exén de 100 pb situado a 8 kb en direccidn
5" de funcién desconocida (Figura 3). NATP es un pseudogen que contiene
mutaciones que impiden a su acido ribonucleico mensajero (RNAm)
traducirse en proteina funcional. El peso molecular de NAT1y NATZ2 es de 33

y 31 kilodaltons (kDa) respectivamente.

Figura 3. Estructura del locus NAT2.

11



INTRODUCCION

Actualmente se han descrito 21 variantes alélicas del gen NAT2 (Tabla
2).

El alelo normal NAT2*4 corresponde al fenotipo acetilador rapido
(Vatsis y cols., 1995), mientras que cada una de las variantes alélicas
descritas presenta una combinacién de 1 a 4 sustituciones de nucle6tidos en
las siguientes posiciones:

- Posicion 191: El alelo mutado presenta adenina (A) en lugar de
guanina (G), cambiandose el aminoacido Glutamina (Glu) por Arginina (Arg)
(Bell y cols., 1993). Esta mutacion ocurre predominantemente en individuos
de raza negra, aunque se ha descrito en poblaciones de raza blanca
(Agundez y cols., 1996a) y en poblaciones iberoamericanas (Martinez y cols.,
1998).

-Posicion 282: El alelo mutado contiene timina (T) en lugar de citosina
(C). Esta es una mutacion silente que no produce ningun cambio de
aminoacido (Blum y cols., 1991). Sin embargo, pese a ser una mutacion
silente, se ha demostrado que da lugar a un fenotipo metabolizador lento
(Meyer y Zanger,1997).

-Posicion 341: El alelo mutado presenta C en lugar de T, provocandose

un cambio del aminoacido Isoleucina (lle) por Treonina (Thr) (Hein y cols.,

1994).

Tabla 2. Variantes alélicas del gen NAT2 en humanos.

ALELO CAMBIOS ACTIVIDAD ACTIVIDAD

NUCLEOTIDOS ENZIMATICA ENZIMATICA

(In vivo) (In vitro)

NAT2*4 Normal Normal

NAT2*5A T°'C;C™'T Desconocida Disminuida

NAT2*5B  T>'C,C*'TA°"G Disminuida Disminuida

NAT2*5C T*'CA°G Desconocida Desconocida

NAT2*5D T*'C Desconocida Disminuida

NAT2*5E  T°*'C;G™"A Desconocida Disminuida

12
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NAT26A  C°T,G°A Disminuida Disminuida
NAT2*6B G>A Desconocida Desconocida
NAT2*7A G™'A Disminuida Disminuida
NAT2*7B  C™T;G™'A Disminuida Disminuida
NAT2*12A A°°G Desconocida Desconocida
NAT2*12B C™T;A°”G Desconocida Desconocida
NAT2*12C C*'TA°”G Desconocida Desconocida
NAT2*13  C*T Desconocida Desconocida
NAT2*14A G"'A Disminuida Desconocida
NAT2*14B G"'A,C™T Disminuida Desconocida
NAT2*14C G"'A;T*'C,.C*'T;A°”G Desconocida Disminuida
NAT2*14D G"'A,C*T;G™A Desconocida Disminuida
NAT*14E  G"'AA°°G Desconocida Disminuida
NAT2*17  A™C Desconocida Desconocida
NAT2*18 A°™C Desconocida Desconocida

- Posicion 434: Se sustituye A por C (Lin y cols., 1994). Esta mutacion
es muy poco frecuente (Meyer y Zanger, 1997).

- Posicion 481: El alelo mutado contiene T en vez de C, lo cual no
produce ningun cambio de amionacido (Abe y cols., 1993).

- Posicion 590: El alelo mutado presenta A en lugar de G,
sustituyéndose el aminoacido GIn por Arg (Blum y cols., 1991).

- Posicion 803: El alelo mutado presenta G en lugar de A, cambiandose
el aminoacido Lisina (Lys) por Arg (Abe y cols., 1993).

- Posicion 845: Se sustituye el aminoacido A por C (Lin y cols., 1994).
Se trata de otra mutacién muy infrecuente y su efecto in vivo es desconocido.

- Posicion 857: El alelo mutado contiene A en lugar de G, cambiandose
el aminoacido Glicina (Gly) por Acido Glutamico (Glu) (Deguchi 1992).

Aquellos genes que presentan mutaciones en las posiciones 481 6 803
y los que no presentan mutaciones se consideran genes activos. Por el
contrario, los que presentan mutaciones en las posiciones 191, 282, 341, 590

y 857 codifican enzimas con una velocidad maxima de N-acetilaciéon y O-
13
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acetilacion significativamente menor que los genes activos y se consideran

inactivos (Meyer y Zanger, 1997).

14
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1.3 VARIACIONES INTERETNICAS DEL POLIMORFISMO ACETILADOR

El porcentaje de individuos acetiladores lentos varia en funcién de la
zona geografica y la raza. En la raza blanca la poblaciéon de metabolizadores
lentos oscila entre un 40% y un 70%. En Espafa dicho porcentaje es de un
57% (Ladero y cols., 1979). Sin embargo, en poblaciones orientales la
frecuencia de metabolizadores lentos es mucho mas baja con valores
proximos al 10% (Evans 1992) y aun mas baja todavia en esquimales
canadienses donde los acetiladores lentos representan un 5% de la
poblacién. En otras poblaciones como en egipcios y marroquies el porcentaje
de acetiladores lentos es mayor que en caucasicos. Otras poblaciones como
los Hispanos Centroamericanos tienen valores intermedios entre los
caucasicos y los orientales (Martinez y cols., 1998). El motivo de estas
diferencias interétnicas es que las diferentes poblaciones presentan distintos
porcentajes de variaciones alélicas. Asi pues, los japoneses tienen un mayor
porcentaje del alelo wild-type (Wt) y del alelo NAT2*7B, mientras que tienen
una menor frecuencia del alelo NAT2*5A (Deguchi y cols., 1990) que es el
predominante en la poblacion caucasica. Otro interesante ejemplo de
diferencias interétnicas lo representa el estudio publicado por Bell y cols. en
1993, donde los autores estudian 2 poblaciones una de americanos de raza
blanca y otra de americanos de origen africano, encontrando en esta segunda
poblacién una nueva mutacion (NAT2*14A), que no se observo en ninguno de
los 372 caucasicos estudiados.

Ha sido descrita una mayor proporciéon de acetiladores lentos en los
orientales (alelo q) en el litoral asiatico del Pacifico, segun nos acercamos
desde el norte hasta el ecuador (Sunahara y cols., 1961), alcanzandose cifras
muy altas de este alelo q en Tailandia. Sin embargo, esta aproximaciéon no es
valida para todas las poblaciones, puesto que la poblacion de Papua-Nueva
Guinea- no sigue este patrén y a pesar de estar muy cerca del Ecuador la

frecuencia en ellos del alelo g es muy baja (Evans 1992).
15



INTRODUCCION

Tabla 3. Porcentaje de acetiladores lentos en distintas poblaciones.

Grupo étnico Porcentaje de acetiladores lentos
Blancos-Canadienses 76.0
Blancos-Americanos 76.0
Africanos (Dogons) 75.0
Indios 74.3
Blancos -Europeos 73.7
Africanos (Gabén) 73.0
Africanos-Americanos 65.3
Filipinos 60.5
Hispano-Americanos 59.7
Chinos 46.8
Polinesios 40.0
Amerindios (Colombia) 34.7
Japoneses 32.9
Coreanos 31.9
Amerindios (Panama) 26.0

16
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1.4 ASOCIACION DEL POLIMORFISMO NAT2 CON DIFERENTES
PATOLOGIAS

El polimorfismo del gen NATZ2 se ha relacionado con la posibilidad de
tener mayor riesgo de desarrollar determinadas enfermedades, ademas de
sufrir con mas facilidad los efectos adversos de farmacos metabolizados por
acetilacion. Dentro de las enfermedades, aquellas que han recibido mas
atencion han sido las neoplasicas. Ello se debe a que determinadas
sustancias cancerigenas del tipo de aminas aromaticas son metabolizadas
por la enzima NAT2 (Tabla 1), por lo cual se podria especular que aquellos
individuos metabolizadores lentos tendrian mas posibilidades de desarrollar
determinadas neoplasias. Pero la acetilacion no sélo es la via de
detoxificacion de ciertos compuestos potencialmente cancerigenos, sino que
en ocasiones, determinadas sustancias procancerigenas pueden ser
activadas mediante O-acetilacion produciéndose acetoxiarilaminas. Estas se
rompen espontdneamente originando iones aril-nitrenios, altamente reactivos
y responsables de mutaciones en el acido desoxiribonucleico (DNA) (Figura
4). Ademas, no solo intervienen estas enzimas, sino que intervienen otras
vias metabdlicas como la del citocromo P450 1A2 (CYP1A2). Dependiendo
de la selectividad de las diferentes enzimas, los distintos productos quimicos
seguiran unas vias metabdlicas u otras.

El cancer que parece estar mas relacionado con el polimorfismo
acetilador NAT2 es el de vejiga. Diferentes estudios relacionan claramente el
fenotipo y el genotipo acetilador lento con el cancer de vejiga. El primer
estudio fue llevado a cabo por Lower y cols. en 1979 en Dinamarca y Suecia.
Posteriormente, otros muchos estudios (Evans y cols., 1983; Inatomi y cols.,
1999; Marcus y cols., 2000) han confirmado estos resultados siendo esta
asociacion todavia mas evidente cuando los pacientes se encuentran
ocupacionalmente expuestos a aminas cancerigenas (benzidina, B-

naftilamina).
17
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Figura 4. Posibles mecanismos de activacion y desactivacion metabdlica de

carcinégenos de tipo arilaminas.
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En un estudio realizado en 1982 Cartwright y cols. fenotiparon a 23
pacientes ocupacionalmente expuestos que habian desarrollado cancer de
vejiga y solo uno de ellos resultdé ser metabolizador rapido. Marcus y un grupo
de expertos internacionales realizaron en 2000 un metaanalisis estudiando la
posible relacion entre el status acetilador y el riesgo de desarrollar cancer de
vejiga. Analizaron datos procedentes de 16 estudios realizados en diferentes
paises. En total se contabilizaron 1999 casos. El resultado de los analisis
estadisticos fue que la asociacion entre fumar y desarrollar cancer de vejiga
es mayor entre los acetiladores lentos que entre los rapidos. Ademas, esta
asociacion es aun mas consistente si se tienen en cuenta los 10 estudios que

habian sido realizados en poblacién europea.
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Son numerosos los estudios que relacionan a los metabolizadores
rapidos con una mayor propension a padecer cancer colorrectal (Lang y cols.,
1986; Hett y cols., 1987; Roberts-Thomson y cols., 1996). Se supone que
ciertos procancerigenos contenidos en determinados alimentos como
ahumados y carnes demasiado cocinadas pasarian a ser activados mediante
la via de O-acetilacién, siendo esta via tan predominante como la de la N-
acetilacion en la mucosa intestinal, al contrario de lo que ocurre en la mucosa
vesical. Sin embargo, existen discrepancias puesto que otros autores (Ladero
y cols., 1991a; Kirling y cols., 1991) no han observado diferencias en el
fenotipo acetilador en los pacientes afectos de cancer de colon. A esas
mismas conclusiones se llega en una reciente revision del tema (Brockton y
cols., 2000). Ademas, en japoneses, que presentan una alta frecuencia de
acetiladores rapidos, la incidencia de cancer colorrectal es baja. Estas
discrepancias aparentes pueden ser debidas a la simplificacidn que supone
considerar a todos los pacientes con cancer colorrectal como un solo grupo,
cuando cada vez pesa mas la teoria de que los tumores proximales y los
distales pueden tener diferentes factores de riesgo. En el afio 2000 Agundez
y cols. estudian el genotipo acetilador de 120 pacientes afectos de cancer de
colon, observando que el genotipo acetilador rapido sélo constituye un factor
de riesgo para aquellos tumores localizados a nivel del colon sigmoide, pero
no para aquellos canceres de colon que presentaban una localizacion
diferente.

Con respecto a otros tipos de cancer existen trabajos contradictorios
en unos casos, siendo en otros el numero de estudios realizados demasiado
pequefio como para poder llegar a conclusiones sélidas. El cancer de laringe
se relacion6 con acetiladores lentos (Drozdz y cols., 1987). Contrariamente, el
cancer de pulmén fue puesto en relacion con homozigotos acetiladores
rapidos, pero no ha existido confirmacién posterior (Martinez y cols., 1995).
Exactamente igual ha ocurrido con el cancer de mama, observandose

asociaciones iniciales con acetiladores rapidos (Bulovskaya y cols., 1978),
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pero no siendo confirmados estos resultados con estudios posteriores tanto a
nivel de fenotipo como de genotipo (Ladero y cols., 1987; Agundez y cols.,
1995b). Respecto al cancer de higado, existe un estudio que lo relaciona con
presentar un genotipo acetilador lento (Agundez y cols., 1996b).

En lo referente a otras enfermedades diferentes del cancer, también se
han realizado numerosos estudios, pero en la mayoria de los casos los
resultados obtenidos inicialmente no han podido después ser confirmados.
Hay que resefiar que en estos estudios iniciales a nivel de fenotipo las
muestras de poblacion utilizadas eran demasiado pequefias, impidiendo este
hecho el obtener conclusiones definitivas. Ademas, también hay que tener en
cuenta que tanto las distintas enfermedades estudiadas como los diferentes
tratamientos aplicados podrian interferir con el fenotipo, es decir, que un
determinado fenotipo entre los pacientes puede ser causa o efecto de la
enfermedad. En este sentido hay que recordar que el genotipo no es el unico
factor determinante de la actividad N-acetiltransferasa, como se vera mas
detalladamente en el capitulo de Discusién en esta Tesis. Algunas de las
enfermedades mas estudiadas han sido la artritis reumatoide, la enfermedad
de Parkinson y el lupus eritematoso sistémico no encontrandose asociaciones
u obteniéndose resultados no confirmados con posterioridad. Sin embargo, el
lupus eritematoso inducido por farmacos (fundamentalmente producido por
procainamida e hidralazina) si que se ha relacionado claramente con
metabolizadores lentos, siendo exclusivo de ellos (Woosley y cols., 1978;
Strandberg y cols., 1976). La posible patogenia de este trastorno es que
aquellos individuos metabolizadores lentos tienen un mayor porcentaje de
farmaco no acetilado, que sigue rutas metabdlicas alternativas,
interaccionando con macromoléculas celulares, dando lugar a sustancias que
son reconocidas como autoantigenos, provocandose de esta manera la

respuesta inmunitaria.
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Tabla 4. Relacion entre el status acetilador y distintas patologias.

Patologia Status Analisis Referencia
fenotipo

Cancer

Pulmén Répido Martinez y cols., 1995

Laringe Lento + Drozdz y cols., 1987
Rapido Henning y cols., 1999

Higado Lento Aguindez y cols.,1996b

Mama Rapido + Bulovskaya y cols., 1978
Rapido - Ladero y cols., 1987a
Rapido Agundez y cols., 1995b

Colon Rapido + Lang y cols., 1986
Rapido + Hett y cols., 1987
Rapido - Ladero y cols., 1991a
Rapido Kirling y cols., 1991
Rapido + Roberts-Thomson y cols.,

1996

Rapido (en sigma) Agundez y cols., 2000

Vejiga Lento + Lower y cols., 1979
Lento + Cartwright y cols., 1982
Lento A Evans y cols., 1983
Lento + Ladero y cols., 1985
Lento Inatomi y cols., 1999

Estémago Répido Ladero y cols., 2001

Otras patologias

Parkinson Lento - Ladero y cols., 1989
Lento (presentacion Agundez y cols., 1998
precoz)

Escl. Multiple Lento - Ladero y cols., 1994

Alzheimer Lento - Ladero y cols., 1993a

Artritis Répido (varones) - Ladero y cols., 1993b

reumatoide Rapido (hembras) +

Psoriasis Lento + Jiménez-Nieto y cols.,1989

Lupus Lento - Ladero 1988
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eritematoso
discoide
Lupus inducido Lento + Woosley 1978
por farmacos Lento + Strandberg 1976
Mastopatia - Ladero y cols., 1987b
fibroquistica
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1.5 NAT2 Y DIABETES MELLITUS

El objetivo fundamental de esta Tesis es la posible relacion entre el
polimorfismo acetilador y la diabetes mellitus. Numerosos estudios se han
venido realizando sobre el tema desde hace mas de 30 afios.

El primer estudio fue realizado por Mattila y Titinen en 1967, los cuales
estudiaron el fenotipo acetilador en un grupo de nifios diabéticos,
encontrando que existia un exceso de metabolizadores rapidos.
Posteriormente se realizaron numerosos estudios en diabéticos tipo | y tipo |l
obteniéndose resultados similares tal y como se puede apreciar en las tablas
5y 6. En ellas se puede observar que existe un exceso de metabolizadores
rapidos tanto entre los diabéticos de tipo | como entre los de tipo Il. La
asociacion del fenotipo rapido es mas acusada en los diabéticos tipo |, entre
los cuales la asociacion es el doble de lo que deberia ser por probabilidad. En
el caso de los diabéticos tipo Il, la asociacién no es tan fuerte. Ademas,
numerosos  grupos intentaron encontrar asociaciones entre las
complicaciones producidas por la diabetes y el fenotipo metabolizador.
Burrow y cols. en 1978 comprobaron que no existia asociacién entre la
neuropatia periférica producida por la diabetes y el fenotipo acetilador.

Similares resultados obtuvieron Shenfield y cols. en 1982.
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Tabla 5. Relacion entre diabetes mellitus tipo | y fenotipo acetilador (Cifras

expresadas en numero de sujetos estudiados; OR: Odds Ratio).

Diabetes Control OR
Lento Répido Lento Répido

Mattila y Tiitinen, 1967 2 7 43 20 7.58
Shenfield y cols., 1982 12 35 58 54 3.13
McLaren y cols., 1977 22 27 556 375 1.82
Bodansky y cols., 1981 27 28 556 375 1.54
Ladero y cols., 1982 17 15 90 67 1.19
Bonisolli y cols., 1985 57 53 39 16 227
Stryjek-Kaminska y cols., 1988 29 51 56 44 2.24

Tabla 6. Relacion entre diabetes mellitus tipo Il y fenotipo acetilador (Cifras

expresadas en numero de sujetos estudiados).

Diabetes Control OR

Lento Répido Lento Répido
Mattila y Tiitinen, 1967 13 6 43 20 0.99
Shenfield y cols., 1982 27 42 58 54 1.67
Burrows y cols., 1978 18 29 556 375 2.39
McLaren y cols., 1977 39 42 556 375 1.60
Ladero y cols., 1982 50 37 90 67 0.99
Bonisolli y cols., 1985 91 55 39 16 1.46
Stryjek-Kaminska y cols., 1988 34 46 56 44 1.72

Sin embargo, McLaren y cols. en 1977 observaron que los diabéticos
que presentaban neuropatia diabética tenian un fenotipo acetilador mas

rapido que los que no sufrian neuropatia periférica y que la poblacién control.

Bodansky y cols. en 1981 observaron que no habia relaciéon entre el
fenotipo metabolizador y las complicaciones microvasculares de la diabetes
tipo |. Posteriormente, Pontiroli y cols. en 1987 obtuvieron los mismos
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resultados, concluyendo que no habia ninguna relacion entre las
complicaciones micro o macrovasculares de la diabetes y el fenotipo
metabolizador. Tampoco Ladero y cols. en 1982 encontraron ninguna
asociaciéon entre el fenotipo metabolizador y las complicaciones de la
diabetes. Bonisolli y cols. en 1985 estudiaron la asociacion entre el fenotipo
acetilador y el fenbmeno de “flushing” en relaciéon con la clorpropamida y el
alcohol observando que aquellos acetiladores rapidos de tipo Il, pero no los
de tipo I, presentaban dicho fenbmeno con mas frecuencia de la esperada.
Sin embargo, no todos los estudios concluyeron que entre los
diabéticos existiesen mas acetiladores rapidos de lo habitual. Cuando se
realizaron estudios en poblacion arabe, los resultados obtenidos fueron
diferentes. Hay que hacer constar que una caracteristica de la poblacidén
diabética de Arabia Saudi es que ellos toleran altas concentraciones de
glucosa plasmatica sin presentar sintomas (Kingston y Skoog 1986). Evans y
cols. realizaron un estudio en pacientes de Arabia Saudi en 1985 obteniendo
resultados completamente diferentes de los obtenidos en la poblacidon
europea, de tal manera que de los 100 pacientes estudiados 73 tenian un
fenotipo metabolizador lento (22 diabéticos de tipo | y 51 de tipo Il) y tan solo
27 tenian un fenotipo metabolizador rapido (2 diabéticos de tipo | y 25 de tipo
II). Entre los controles hubo un 67% de acetiladores lentos y un 33% de
acetiladores rapidos. Es decir, se observa una relacion entre los acetiladores
lentos y la diabetes de tipo |. Esta aparente discordancia entre la poblacion
arabe y la caucasica puede hacer pensar en factores que modifiquen la
posible asociacion del fenotipo acetilador y la diabetes mellitus. Esos factores
modificadores, si existiesen, serian diferentes en distintas poblaciones. No
obstante existe un factor que se debe determinar previamente, que es si el
exceso de acetiladores rapidos observado entre pacientes diabéticos esta
relacionado con la etiologia, o es una consecuencia de la enfermedad. Este

factor es el que se analiza en esta Tesis.
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2. POLIMORFISMO DEL GEN CYP2D6
21 CARACTERISTICAS GENERALES DEL POLIMORFISMO
CYP2D6

La superfamilia de citocromos P450 es el mayor sistema catalitico
implicado en las reacciones de biotransformacion de farmacos. Los
citocromos P450 son proteinas de membrana que contienen un grupo hemo y
que se encuentran situados en el reticulo endoplasmatico de multiples tejidos.
Estas hemoproteinas guardan una estrecha asociacion con una segunda
proteina de membrana, la reductasa del fosfato del dinucleétido de
nicotinamida y de adenina reducido (NADPH-reductasa), en una relacion de
alrededor de 10 moléculas de citocromo P450 por cada molécula de
reductasa. Esta interaccion entre el citocromo P450 y la NADPH reductasa se
ve favorecida por hallarse ambos situados en una bicapa lipidica.

Las familias y subfamilias de los citocromos P450, se caracterizan, con
pocas excepciones, por la similitud de su secuencia de aminoacidos. De esta
manera, los miembros de una misma familia presentan una similitud de mas
del 40%, y los miembros de una misma subfamilia suelen tener mas del 55%
(Nelson y cols., 1996).

Los citocromos P450 de mamiferos se dividen en dos clases,
dependiendo de la naturaleza del agente reductor y de su localizacion
intracelular. La primera clase esta formada por los P450 mitocondriales que
se encuentran en el cortex adrenal y estan implicados en la sintesis de
esteroides. La segunda clase esta formada por aquellos que se encuentran
principalmente en la membrana del reticulo endoplasmatico. Estos ultimos
citocromos P450 se encargan de la degradacion oxidativa de sustancias
exdégenas (Gonzalez, 1992).

La enzima CYP2D6 se encuentra sobre todo en higado, pero también
se expresa en otros tejidos como el sistema nervioso central, mama, intestino

y rindn (Tyndale y cols., 1991; Gonzalez 1992). Numerosos farmacos son
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metabolizados por dicha enzima. Entre ellos se encuentran: (B-bloqueantes,
antiarritmicos, antidepresivos, opiodes, neurolépticos, antianginosos vy
anfetaminas (Meyer y Zanger, 1997).

La enzima muestra un polimorfismo genético que divide a la poblacién
en metabolizadores lentos (ML; individuos con genes inactivos), rapidos (MR;
individuos con uno 6 dos genes activos) y ultrarapidos (UR; aquellos que
presentan tres 6 mas genes activos).

Los porcentajes de metabolizadores rapidos y lentos cambian segun el
diferente origen étnico. Asi, el 2-10% de los individuos caucasicos presentan
el fenotipo ML (Alvan y cols., 1990). Este porcentaje se reduce a menos del
1% en la poblacién oriental (Bertilsson y cols., 1992). En la poblacion
espafiola el 5% de los individuos son homocigotos para alelos mutantes y un
7% de ellos presenta una duplicacion genética para el CYP2D6. Comparado
con otras poblaciones caucasicas se observa que hay un mayor porcentaje
de alelos wild-type en la poblacion espariola (Agundez y cols., 1994a).
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2.2. BASES GENETICAS DEL POLIMORFISMO CYP2D6

El locus CYP2D6 se localiza en la region 22Q13.1del cromosoma 22
(Eichelbaum y cols., 1987; Génzalez y cols., 1988; Gough y cols., 1992). El
locus tiene tres genes: CYP2D6, CYP2D7P y CYP2D8P (Kimura y cols.,
1989). CYP2DE6 tiene una similitud en la secuencia nucleotidica del 97% con
CYP2D7P y del 92% con CYP2D8P. El gen CYP2D6 tiene nueve exones Los
nueve exones son tipicos de familias de genes que codifican citocromos
P450. La posicidon relativa de los dos pseudogenes y el gen se puede
observar en la Figura 5.

Figura 5. Esquema del locus CYP2D.
- ﬂ'. -
L\

5

El pseudogen CYP2D7P presenta una insercion de T en la posicion
226, en el primer exon. Esta insercion altera el marco de lectura y debido a
ello su ARNm es incapaz de traducirse a una proteina funcional (Kimura y
cols., 1989). Existen tres variantes CYP2D7P,CYP2D7AP y CYP2D7BP
(Heim y Meyer, 1992).

El pseudogen CYP2D8P contiene multiples inserciones y deleciones

que alteran el marco de lectura (Kimura y cols., 1989).

Las alteraciones responsables del polimorfismo de CYP2D6 pueden
afectar al locus CYP2D6. Se puede producir una pérdida (Gaedigk y cols.,
1991) o una amplificacion del gen (Johansson y cols., 1993). Otras
alteraciones responsables del polimorfismo se deben a mutaciones puntuales

en la secuencia del gen.
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ALTERACIONES DEL LOCUS CYP2D

Las alteraciones en el locus CYP2D consisten en la pérdida,
duplicacién y amplificacion del gen CYP2D6 completo:

La mutacion CYP2D6*2x2 produce un aumento en la actividad
enzimatica in vivo que es el resultado de la duplicacion del gen CYP2D6
(Johanson y cols., 1993). Los genes duplicados presentan generalmente tres
mutaciones puntuales: G1749C, Cog3sT Yy Ga268C, que son idénticas a la
variante CYP2D6*2.

La amplificacion es debida a la repeticion de esta misma variante, de
la que aparecen 3, 4 y hasta 12 copias en un mismo alelo. Aquellos individuos
que la portan presentan actividades metabdlicas muy altas (Johanssson y
cols., 1993; Agundez y cols., 1995c; Aklillu y cols., 1996).

La variante alélica CYP2D6*5 corresponde a la ausencia completa del
gen (Skoda y cols., 1988).

Ademas de las mutaciones que afectan al gen completo, existen también
mutaciones puntuales que pueden dar lugar a tres efectos:
- actividad enzimatica normal.
- actividad enzimatica alterada.

- ausencia de actividad enzimatica.

29



INTRODUCCION

Figura 6. Esquema de las alteraciones del locus CYP2D.
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Variante CYP2D6*1 es el gen normal, sin mutaciones, que codifica la
proteina CYP2D6 funcionalmente activa.

Variante CYP2D6*2, produce una pequefia disminucién de la actividad
de la enzima. Posee una mutacion silente y dos mutaciones puntuales que
inducen cambios de aminoacidos (Johansson y cols., 1993). Existe una
variante CYP2D6*2B que contiene la mutacion adicional G110A.

Variante CYP2D6*3 que presenta una pérdida de una base, A3z, ¥
causa un cambio en el marco de lectura, que da lugar a la terminacion

prematura de la sintesis de la proteina (Kagimoto y cols., 1990).
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Variante CYP2D6%4, |la cual presenta 4 subgrupos alélicos:

-CYP2D6%*4A, con las siguientes sustituciones: C1ggT que produce el
cambio de aminoacido Prolinass(Pro)Serina(Ser) y disminuye la
actividad enzimatica. C1s2A da lugar a la sustitucion de Leucinags
(Leu)Metionina(Met). A1972G da lugar a Histidinags(His)Arginina(Arg).
Ga4268C, origina el cambio SersgsThr. Cqos5G y G1749C son dos
mutaciones silentes. G1g34A, es responsable de la falta de expresion de
la enzima (Kagimoto y cols., 1990; Gough y cols., 1990; Hanioka y
cols., 1990).

-CYP2D6*4B: contiene las mismas mutaciones que la anterior, a
excepcion de la mutacion silente G1749C (Kagimoto y cols., 1990).

-CYP2D6*4C: posee las mutaciones CqggT, G1749C, G1934C ¥ Ga26sC
que son comunes a CYP2D6*4A, y ademas la mutacion Tzg74C
responsable del cambio Leusz¢1Pro (Yokota y cols., 1993).

-CYP2D6*4D: junto a las mutaciones G1749C, G1934C y Ga268C,
aparece Cq127T que es silente (Sabbagh y cols., 1996).
En la poblacién caucasica se ha descrito (Agundez y cols., 1997a) la

existencia de alelos de la familia CYP2D6*4 sin la mutacion CqgsT.

Variante CYP2D676, la cual presenta dos variantes alélicas:
-CYP2D6*6A, consiste en la pérdida del nucleétido T+795, que origina
el cambio de aminoacido Thry5;Gly y da lugar a un codén de
terminacién prematuro en la posicion 153 de la proteina que pierde su
funcionalidad (Saxenay cols., 1994).
-CYP2D6*6B, junto con la mutacion de CYP2D6*A, tiene una
sustitucion GapesA, en el exdn 4.
Variante CYP2D6*7, tiene la sustitucion Azp3C que cambia el
aminoacido His324Pro, que ocasiona la pérdida del grupo hemo de la enzima y

por tanto una proteina inactiva (Evert y cols., 1994).

31



INTRODUCCION

Variante CYP2D6*8, posee una mutacidon GisssT que origina la
sustitucion del aminoacido Glyieg ¥ en su lugar se forma un codon de
terminacién, con la consiguiente falta de produccién de la enzima y pérdida
de actividad de los sujetos portadores (Broly y cols., 1995).

Variante CYP2D6*9, se caracteriza por la pérdida de tres pares de
bases al final del extremo 3’ del exdn 5, Agz71-A2703, con la pérdida del
aminoacido Lysyg1. El resultado es la produccién de una enzima con actividad
enzimatica ligeramente disminuida con respecto a la actividad normal y con
diferentes caracteristicas cinéticas (Tyndale y cols., 1991a).

Variante CYP2D6*10 que comprende tres subvariantes alélicas:

-CYP2D6*10A presenta la mutacidon silente G4749C, la sustitucidon
C+ssT que produce el cambio de aminoacido ProzsSer y la sustitucion
G4268C que produce SerygsThr. Esta variante da lugar a una enzima con
actividad catabolica disminuida, aunque no ausente (Yokota y cols.,
1993; Armstrong y cols., 1994).

-CYP2D6*10B posee ademas de las mutaciones anteriores, la
sustitucion de la base Cq127T la cual origina una enzima con baja
actividad (Johansson y cols., 1994).

-CYP2D6*10C, en ella aparecen las mutaciones: G1749C, Gy265C Y
varias mutaciones que indican una conversion a CYP2D6*7P; esta
variante produce una proteina inestable, practicamente inactiva
(Johansson y cols., 1994; Wang, 1992).

Variante CYP2D6*11 que tiene cuatro mutaciones puntuales: Gg71C,
G1749C, Coo3sT ¥ Ga26sC; €s Gg71C la que origina un mal procesamiento de
ARNmM, con lo cual no se produce la proteina (Marez y cols., 1995a).

Variante CYP2D6*12 que consta de cuatro sustituciones de bases:
G212A, G1749C, Cog3sT Yy Ga26sC (Marez y cols., 1995b). La alteracion que se
relaciona con la inactivacion de las proteinas es la G212A, la cual resulta en un

cambio de aminoacidos: GlysoArg.
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Variante CYP2D6*13 es un hibrido entre CYP2D6/CYP2D7P, de modo
que el exén 1 pertenece a CYP2D7P, provocando un cambio en el marco de
lectura que da lugar a la terminacién prematura de la traduccion en el exén 5
(Panserat y cols., 1995).

Variante CYP2D6*14 que tiene en su secuencia cuatro sustituciones
nucleotidicas: CqgsT, G1saeA, Coo3sT Y Ga26sC que conllevan los respectivos
cambios de aminoacidos: ProssSer, GlysgoArg, ArgagsCisteina(Cys) vy
SersgsThr. El resultado es una proteina enzimaticamente inactiva (Wang,
1992).

Variante CYP2D6*15 en la que aparece la insercion T2 en el primer
exoén y consecuentemente se produce un cambio en la pauta de lectura. La
frecuencia de distribucion en la poblacion caucasica es inferior al 1% (Sachse
y cols., 1996).

Variante CYP2D6*16 es un hibrido entre CYP2D7P y CYP2D6, ya que
los exones del 1 al 7 pertenecen a CYP2D7P, y los exones 8 al 9 son de
CYP2D6, el resultado parece ser una proteina enzimaticamente inactiva que
daria lugar a un fenotipo ML. Su frecuencia es menor del 1% (Daly y cols.,
1996).

Variante CYP2D6*17 que es portadora de tres sustituciones
nucleotidicas: C1111T, Coo3sT Y Ga268C, las cuales son responsables de los
correspondientes cambios en la secuencia de aminoacidos: Thryorlle,
ArgogsCys vy SersgsThr; la cuarta sustitucion de bases es Gq726C, que es
silente. Esta variante da lugar a una enzima con una actividad catabdlica
disminuida (Masimirembwa y cols., 1996). La frecuencia de aparicion es

inferior al 1%.
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2.3. VARIACIONES INTERETNICAS DEL POLIMORFISMO CYP2D6

El genotipo ML es diferente segun la procedencia geografica, de tal
manera que es muy poco frecuente en la mayoria de las poblaciones en las
cuales constituye el 1-2% de los individuos, ya sean orientales (Lou y cols.,
1987; Lee y cols., 1994) o africanos (Sommers y cols., 1989; Relling y cols.,
1991). Sin embargo, en caucasicos dicho porcentaje se eleva hasta un 5-
10%. Estas variaciones se deben a que las frecuencias de las distintas
variantes alélicas cambian de unas poblaciones a otras, como se muestra en

la siguiente Tabla.

Tabla 7. Distribucidn de frecuencias de distintas variantes alélicas de

CYP2D6 en diversas poblaciones (Agundez y cols., 1997a).

Poblacion CYP2D6*1 CYP2D6*2 CYP2D6*3 CYP2D6*4 CYP2D6*5 CYP2D6*9 CYP2D6*10
Nicaragiienses  70.1 1.1 1.8 15.7 3.6 4.4 3.3
Orientales 41.5 1.3 - 0.8 5.7 - 50.7
Blancos 76 - 2.0 19.0 3.0 -

Americanos

Espafoles 73 3.3 0.9 12.0 1.7 2.9 6.2
Suecos 59.8 1.0 2.0 32.7 4.5 -

Etiopes 73.3 13.6 - 1.2 3.3 - 8.6

2.4. ASOCIACION DEL POLIMORFISMO CYP2D6 CON DIFERENTES
PATOLOGIAS

El polimorfismo CYP2D6 al igual que el de NAT2 también se ha
relacionado con diferentes patologias. En unos casos la mayoria de los
estudios presentan conclusiones similares y en otros existen discrepancias.

Entre aquellas patologias con las cuales se ha relacionado el polimorfismo
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CYP2D6 se encuentran la enfermedad de Parkinson, el cancer de pulmon y
el cancer de vejiga.

En lo que respecta al cancer de pulmdén hay numerosos estudios
publicados. Bouchardy y cols. en 1996 encontraron que aquellos fumadores
con actividad alta de la enzima CYP2D6 y alto consumo de tabaco
presentaban un riesgo mas alto de sufrir cancer de pulmon. También se han
publicado otros estudios que observan que aquellos individuos que son MR
tienen aumentado el riesgo de padecer cancer de pulmén. Esta asociacion
podria deberse a que la enzima CYP2D6 puede activar un componente del
tabaco denominado 4-(N-metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK),
que es mutagénico.

En lo referente a la relacion con el cancer de vejiga existen estudios
contradictorios. En uno de ellos (Benitez y cols., 1990a) se observa que
aquellos pacientes que sufrian cancer de vejiga tenian una capacidad mas
alta de oxidacion de la enzima CYP2D6 que los individuos sanos. Otros
estudios posteriores no confirmaron esta asociacion.

Otros tipos de cancer estudiados han sido el de mama y el de higado.
En lo que respecta al cancer de mama existen algunos estudios en los que se
les ha relacionado con un el status oxidativo lento En el caso de cancer de

higado se ha observado lo contrario.

35



INTRODUCCION

Tabla 8. Relacion entre el status oxidativo y distintas patologias.

Patologia Status  Analisis fenotipo Analisis genotipo Referencia
Cancer
Pulmoén Répido + Caporaso 1990
Rapido + Benitez 1991
Rapido + Agundez 1994b
Rapido - Laforest 2000
Higado Rapido + Agundez 1995d
Mama Lento  + Ladero 1991b
Lento + Ladona 1996
Colon Rapido - Ladero 1991¢
Vejiga Rapido + Benitez 1990a
Rapido - Spurr 1995
Otras patologias
Parkinson Rapido - Benitez 1990b
Rapido - Joost 1999
Alzheimer Rapido - Benitez 1993
Répido - Atkinson 1999
Temblor esencial Répido - Agundez 1997b
Esclerosis miiltiple Rapido - Agundez 1995¢
Enfermedad inflamatoria Rapido - Ladero 1995
intestinal
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2.5. CYP2D6 Y DIABETES MELITUS

La posible relacion entre diabetes melitus y CYP2D6 ha sido menos
estudiada que la relacion entre NAT2 y diabetes mellitus. Kallio y cols.
realizaron un estudio en 54 individuos con diabetes mellitus insulin-
dependiente (DMID) y en 42 individuos con diabetes mellitus no insulin-
dependiente (DMNID) y observaron que no existian diferencias significativas
con respecto a los voluntarios sanos. Encontraron un bajo porcentaje de
metabolizadores lentos en ambos grupos de diabéticos (uno en los de tipo | y
ninguno en los de tipo Il), pero llegaron a la conclusion que el metabolismo
oxidativo no se encontraba alterado en ninguno de los dos tipos de diabetes.

Otros estudios posteriores han obtenido resultados similares. De esta
manera Hegele y cols. estudiaron la poblacién de Oji-Cree en Canada. Dicha
poblacion se caracteriza por tener una de las prevalencias de DMNID mas
altas del mundo. Estudiaron a 112 individuos con DMNID y a 481 individuos
sin ella. Tan solo estudiaron la mutacién G1934A del polimorfismo CYP2DG6,
no encontrando ninguna variacion entre los individuos diabéticos y los que no
lo eran. En 1997 Gawronska-Szklarz y cols. estudiaron 84 diabéticos tipo Il
observando que todos ellos presentaban un fenotipo oxidativo rapido.

Aunque los resultados globales apuntan hacia una falta de asociacion
entre el fenotipo CYP2D6 y la diabetes mellitus, debe tenerse en cuenta que
los estudios realizados, o bien corresponden a grupos de pacientes y
controles demasiado pequefios para obtener conclusiones definitivas o bien
no corresponden a poblaciones caucasicas. Por este motivo nos hemos
planteado analizar el genotipo CYP2D6 en relacion con la diabetes mellitus

tipo 2 en esta Tesis.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de esta Tesis es el anélisis de cualquier posible
asociaciéon de los polimorfismos de dos enzimas metabolizadoras de
farmacos y sustancias exdgenas y la diabetes mellitus tipo 2. Como se
comento en el capitulo de Introduccidn existe abundante bibliografia respecto
a la asociacion del polimorfismo NAT2 y la diabetes mellitus tipo 2. Sin
embargo, la inmensa mayoria de esta informacién esta basada en estudios
de fenotipo, en los que se analiza la capacidad acetiladora en los pacientes y
se compara con la de los individuos sanos. Este tipo de estudios revelan una
mayor frecuencia de acetiladores rapidos en los pacientes que en los
controles. Sin embargo, estos resultados podrian ser debidos a la propia
patologia o a los tratamientos intercurrentes que podrian modificar la
capacidad acetiladora en los pacientes, falseando asi los resultados. Por este
motivo en el disefio de este estudio se decidi6 obviar estos factores
realizando un estudio del genotipo, que no puede ser modificado por la propia
diabetes, sus complicaciones o cualquier tratamiento farmacologico. Con
respecto al estudio de CYP2D6 la bibliografia sugiere que no hay asociacion.
No obstante se ha incluido el estudio de este polimorfismo con un doble
objetivo: En primer lugar confirmar dicha falta de asociacién y en segundo
lugar para tener un control de homogeneidad genética independiente del
polimorfismo NAT2, entre los pacientes y los controles de este estudio.

Los objetivos especificos son:

1. Analizar el genotipo NATZ2 en una poblacién espanola de pacientes
con diabetes tipo 2 y en un grupo de controles sanos, con el fin de
comparar la frecuencia de alelos NAT2 mutados y el fenotipo
acetilador inferido entre ambas poblaciones.

2. Analizar el genotipo CYP2D6 en una poblacion espafiola de

pacientes con diabetes tipo 2 y en un grupo de controles sanos, con
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el fin de comparar la frecuencia de alelos CYP2D6 mutados y el

fenotipo oxidativo inferido entre ambas poblaciones.
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1. SUJETOS

Ciento once pacientes (59 hombres y 52 mujeres) con DMNID fueron
incluidos en este estudio. Todos ellos eran pacientes que acudian a consulta
y fueron seleccionados consecutivamente. Todos los pacientes a los que se
les propuso participar en este estudio aceptaron. Sus edades estaban
comprendidas entre 42 y 90 afos, la edad media fue de 67, con una
desviacién estandar (DS) de 12. La mayoria de ellos (78 individuos) no tenian
historia familiar de DMNID.

Doscientos diecisiete voluntarios sanos (100 hombres y 117 mujeres)
que dieron consentimiento informado fueron incluidos en este estudio como
controles. Fueron reclutados entre los estudiantes y los profesores de la
Facultad de Medicina de Badajoz. El porcentaje de participacion entre los
sujetos requeridos fue superior al 95%. El protocolo fue aprobado por el

Comité Etico del Hospital Universitario Infanta Cristina de Badajoz.

2. METODOS

2.1. MATERIAL DE LABORATORIO

-Agitador Heidolph.

-Aparato de electroforesis submarina Pharmacia, modelo GNA200.
-Autoclave P-SELECTA.

-Balanza PRECISA, modelo 1000C-3000D.

-Balanza Mettler, modelo H31AR.

-Bafios termostatizados Tectron, modelos 3473100 y 300054.
-Bafio con agitacion SELECTA, modelo Unitronic.

-Campana extractora de gases CAPTAIR, modelo 4007A.
-Centrifugas Heraeus, modelo Biofuge 13 y Megafuge 1.0R.
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-Digitalizador de imagen Gel Doc 1000 de BIO-RAD.
-Espectofotdmetro BAUSCH & LOMB, modelo Spectronic 2

-Fuente de alimentacién multidrive XL Pharmacia.

-Membranas de nylon cargadas positivamente de Boehringer Manheim
numero de catalogo 1209272.

-pH-metro BECKMAN

-Pipetas automaticas Gilson (P10, P20, P100, P200, P1000 y P5000).
-Termociclador 480 Perkin-Elmer.

-Transiluminador Macrouve, LKB 2111.

-Tubos Eppendorf 1.5 ml DASLAB.

-Tubos Falcon estériles de 50 y 15 ml BECTON DICKINSON.

-Tubos GeneAmp Perkin-Elmer Cetus.

-Vortex Heidolph, Reax 2000.

2.2. REACTIVOS

-Acetato amonico MERK.
-Acetato potasico, SIGMA.
-Acetato soédico PANREAC.
-Acetonitrilo MERCK.

-Aceite mineral SIGMA.

-Acido acético glacial MERCK.
-Acido maleico SIGMA.

-Acido clorhidrico MERCK.
-Acido perclérico PANREAC.
-Agarosa BIO-RAD.

-Agua purificada a través del sistema MilliQ de millipore.
-Bicarbonato potasico MERCK.
-Bicarbonato sédico MERCK.
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-Bromuro de etidio BIO-RAD.

-Citrato sédico SIGMA.

-Cloroformo MERCK.

-Cloruro de amonio MERCK.

-Cloruro potasico SIGMA.

-Cloruro sodico SIGMA.

-Desoxinucleotidos trifosfato Boehringer Mannheim.

-Dietileter, MERCK

-Dodecil sulfato sédico (Sigma Chem. Co.).

-EDTA (Sigma Chem. Co.).

-Endonucleasas de restriccion: EcoRl'y Xbal. Boehringer Mannheim.

-Equipo de deteccion y marcaje del ADN con digoxigenina, Boehringer
Mannheim.

-Etanol puro MERCK.

-Fenol MERCK.

-Formamida SIGMA.

-Fosfato potasico SIGMA.

-Glucosa SIGMA.

-Hidréxido sédico MERCK.

-8-hidroxiquinolena MERCK.

-Isoamilalcohol MERCK.

-Isopropanol MERCK.

-Leupeptina SIGMA.

-Metanol MERCK.

-MOPS SIGMA.

-Oligonucledtidos Perkin-Elmer y Pharmacia.

-2-Propanol MERCK.

-Proteinasa K Boehringer Mannheim.

-Sacarosa MERCK.
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-Sonda (cDNA completo de CYP2D6 humano), cedida por el profesor
U. A. Meyer, Basilea, Suiza.

-Sulfato de magnesio SIGMA.

-Taq polimerasa Boehringer Mannheim.

-Tripsina SIGMA.

-Tris-HCI MERCK.

-Triton X-100 Bio-Rad.

-Tween 20 Boehringer Mannheim.
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2.3. TECNICAS ANALITICAS

2.3.1. PURIFICACION DE DNA GENOMICO

El DNA usado en este estudio proviene de leucocitos sanguineos y se
obtuvo de la siguiente forma:

1. Se extrajeron 15 ml de sangre venosa de cada voluntario mediante
tubos Venoject.

2. Las muestras se depositan en tubos Falcon de 50 ml y se afiaden
tres volumenes de tampén de hemdlisis almacenado a 4°C. Se agito
suavemente durante 20 minutos.

3. Se centrifuga a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C para que los
leucocitos sedimenten. En el sobrenadante quedan proteinas y restos de
eritrocitos que se eliminan posteriormente por decantacion.

4. Se anaden 20 ml de tampén de hemdlisis, se agita y se centrifuga.
Se decanta el sobrenadante del mismo modo que en pasos anteriores.

5. Se secan bien las paredes del tubo para que no queden restos de
sobrenadante y se afiaden al sedimento de leucocitos 5 ml de solucion SE.
Se resuspende en ella el sedimento.

La purificacion del DNA puede detenerse en este momento
congelando las muestras a -80°C.

6. Se afiaden 150 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y 250 pl de SDS al
20%. Se agita suavemente de 8 a 24 horas a temperatura ambiente.

Para todos los pasos que vienen a continuacién los tiempos de
agitacién son de 20 minutos a 25 rpm, y la centrifugacién es de 10 minutos a
5000 x gy a 4°C.

7. Se anade a la solucién que contiene el DNA la misma cantidad de
fenol a 4°C. Se agita y centrifuga.

8. Se observan dos fases claramente diferentes, la superior contiene
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los acidos nucleicos. Se extrae con cuidado de no arrastrar nada de la fase
inferior de fenol y se deposita en un nuevo tubo Falcon de 50 ml estéril.

9. Se afiade el mismo volumen de una solucion de fenol/cloroformo
(1:1). Se agita y se centrifuga. La fase superior se extrae y se pasa a un tubo
Falcon de 50 ml estéril.

10. A esta fase se le afiade el mismo volumen de una solucion de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se agita, centrifuga y se extrae la fase
superior que se pone en un tubo Falcon de 50 ml estéril.

11. Se afade un volumen igual de isopropanol. Se agita suavemente
hasta que se hagan visibles los filamentos de DNA. Poco a poco se va
formando un fléculo con estos filamentos.

12. Se extrae el floculo con la punta de una pipeta Pasteur
previamente doblada en el mechero Bunsen. Se lava con etanol al 70% y a
-20°C con el fin de arrastrar las impurezas. Para aprovechar toda la cantidad
de DNA, es necesario romper la punta de la pipeta dentro de un vial de
plastico nuevo y estéril.

13. Se evaporan los restos de etanol en la campana de vacio durante
10 minutos. Se afiaden 500 pl de solucion TE a pH 8, y se agita durante 24
horas a 4°C y a 5 rpm.

14. Se almacena el DNA a 4°C hasta su uso.
Soluciones utilizadas en la purificacion de DNA:

-Fenol:

El fenol es muy caustico y toxico, se debe evitar cualquier contacto con
la piel y mucosas. Hay que manejarlo con sumo cuidado, protegido con
guantes y en la camara de extraccion de gases.

1. Se incuba a 68°C entre 1y 2 horas.

2. Se afiade 1 g de 8-hidroxiquinolina por Kg de fenol y se agita bien.

45



PACIENTES Y METODOS

3. Se afiade 500 ml de Tris 0.5M sin ajustar el pH.

4. Se agita a 4°C durante 24 horas como maximo. Se deja sedimentar
durante una hora y se mide el pH de la fase superior, si es mayor de 7.8, se
puede almacenar a 4°C.

5. Si el pH es mas bajo de 7.8, se retira la fase superior por aspiracion
y se afiaden otros 250 ml de Tris 1 M pH 8.

6. Se repiten los pasos 4 y 5 tantas veces como sea necesario hasta
que el pH sea de 7.8 o superior.

El fenol puede almacenarse a -20°C si no va a usarse en el plazo de
uno o dos meses. Antes de usarlo es aconsejable medir su pH y ajustarlo con
Tris en caso necesario.

-Tampoén de hemdlisis:

NH4Cl 155mM

KHCO3; 10mM

EDTA 0.1mM

Ajustar a pH 7.4 con NaOH. Autoclavar y almacenar a 4°C.

-Solucion SE:
15 ml de NaCl 5M pH 8
50 ml de EDTA 0.5M pH 8
Autoclavar.

-Proteinasa K:
10 mg/ml en agua MilliQ estéril. Solo se prepara la cantidad que vaya a

utilizarse. Almacenar a 4°C durante dos dias como maximo.

-SDS (dodecil sulfato sédico):
20% peso/volumen en agua MilliQ estéril.

Filtrar.
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-Solucion TE:
10mM de Tris pH 8
1mM de EDTA pH 8
Autoclavar.
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2.3.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA DE DNA (PCR)
(ACETILACION)

El método se basa en dos niveles de amplificacién. Primero se realiza
una amplificaciéon del gen completo y de regiones adyacentes 5 y 3', y
posteriormente se realiza para cada mutacién estudiada, un par de
reacciones de amplificaciéon utilizando oligonucleétidos especificos para
secuencias mutadas y no mutadas. Un esquema del procedimiento se
muestra en la figura siguiente:

Figura 7. Reacciones de amplificacion por PCR para la deteccion de

mutaciones puntuales en el gen NAT2.

N1 (74— B 2 (1138)
— | 857 wt
i B5TM
— 203 wit
e 8O3 M
i | 590 wi
o | 5e0M
_— 481 wt
R 481M
— 341 wi
] 341 M
= 282 wi
] 282 M
— | 191wt
sy | 191 M

— jntrdn : wxdn codificador _ axdon no codificador
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2.3.2.1. AMPLIFICACION INESPECIFICA

La primera reacciéon amplifica un fragmento de 1213 pb que incluye el
exon codificador de NAT2. Los oligonucleéfidos usados (N1 y N2) se situan
fuera de la region donde se producen habitualmente las mutaciones, se trata
por lo tanto de una reaccién de amplificacion no influenciable por las
mutaciones del gen. La secuencia de los oligonucledtidos se escogidé en
aquellas zonas donde existian mas diferencias de bases entre NAT2, y genes
relacionados como NATT1 y NATP. De este modo se evitan posibles

amplificaciones inespecificas.

Oligonucleétido N1: 5-AATTAGTCACACGAGGA-3’ abarca las
posiciones -74 a -58 del gen.

Oligonucleétido N2: 5-TCTAGCATGAATCACTCTG-3 abarca las
posiciones 1120 a 1138.

La composicion de la mezcla de la reaccion de amplificacion era:

-200-400ng de DNA gendmico

-50nM de oligonucleétidos N1y N2

-200uM de cada ANTP (dATP, dGTP, dCTP y dTTP)

-10mM de Tris-HCI pH 8.3, 1.5mM de MgCI2, 50mM KCI, 0.1 mg/ml
de gelatina

-2.5 U de Taq polimerasa

-Agua MilliQ estéril hasta alcanzar un volumen de 25 pl.

Toda la mezcla se agita y centrifuga durante varios segundos.
Finalmente se le afiade una gota de aceite mineral para evitar la evaporacion
causada por las altas temperaturas durante la reaccion de amplificacion.

Se colocan los tubos en el termociclador y comienza la reaccion en las
siguientes condiciones:

1. Desnaturalizacion a 94°C durante 90 segundos.
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Treinta y cinco ciclos con los siguientes pasos:

2. 94°C durante 60 s.

3. 49°C durante 90 s.

4. 72°C durante 90 s.

5. Finalizados los ciclos se hace un ultimo paso de extension de 7
minutos a 72°C para conseguir una total polimerizacién de todas las cadenas
de DNA.

Se analiza el producto de la reaccién (9ul) en un gel de agarosa tefiido

con 10 ul (10 mg/ml) de bromuro de etidio.

2.3.2.2. AMPLIFICACION ESPECIFICA

Gracias a estas reacciones se detectan mutaciones puntuales a lo
largo del gen. Ya que cada individuo posee una pareja de genes, son
necesarias dos reacciones independientes por cada mutacion analizada. Los
oligonucledtidos cebadores se disenaron a partir de la secuencia de bases
que abarca la posible mutacion y adyacentes. Se disefiaron por lo tanto dos,
uno para el alelo Wt y otro para el alelo mutado de cada posicién. La longitud
de los nucleétidos venia definida por la temperatura de hibridaciéon. Se busco
la mas adecuada para utilizar cada oligonucleétido en combinacion con el

oligonucledtido N1.

Oligonucledtido 857G: 5'-AATAGTAAGGGATC-3' 870 a 857
857A: 5-AATAGTAAGGGATT-3' 870 a 857

Oligonucledtido 803A: 5'-GGAAATCTTAAATATATTT-3' 821 a 803
803G: 5-GGAAATCTTAAATATATTC-3' 821 a 803
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Oligonucledtido 590G: 5'-CAAAATCTTCAATTGTTC-3' 607a 590

590A: 5'-CAAAATCTTCAATTGTTT-3' 607 a 590
Oligonucledtido 481 C: 5-CCTGATTTGGTCCAG-3' 495 a 481
481T 5'-CCTGATTTGGTCCAA-3' 495 a 481
Oligonucledtido 341T: 5~ ATTCCTGCCGTCAA-3’ 354 a 341
341C: 5-ATTCCTGCCGTCAG-3’ 354 a 341
Oligonucledtido 282C: 5'-GTTAACTGGAGGGATG-3' 297 a 282
282T: 5-GTTAACTGGAGGGATA-3 297 a 282
Oligonucledtido 191G: 5'-~ACCACCCACCCC-3' 202 a 191
191 A: 5-ACCACCCACCCT-3' 202 a 191

Las condiciones y reactivos de la reaccion son:
-1 pl de DNA de la reaccién N.
-50 nM de oligonucleétido N1.
-50 nM de oligonucledtido especifico para cada mutacién y 50 nM.
secuencia wt (en tubos diferentes).
-100 uM de cada ANTP (dATP, dGTP, dCTP y dTTP).
-10 mM de Tris-HCI pH 8.3, 1.5mM de MgCl,, 50mM KCI y 0.1 mg/mi
de gelatina.
-1.25 U de Taq polimerasa.

-Agua MilliQ estéril hasta alcanzar un volumen de 25 pl.

Las condiciones de amplificacién para todas las reacciones son: 1
minuto a 94°C, después la reaccidon se situa a la temperatura de hibridacién

especifica para cada reaccion durante 1 minuto y finalmente a 72°C durante
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otro minuto. Cada par de reacciones tiene su temperatura de hibridacion y
numero de ciclos diferentes, que se eligieron cuidadosamente para lograr un
grado de discriminaciobn maximo entre secuencias mutadas y no mutadas.

Estas temperaturas y el numero de ciclos son:

Mutacién 857: 44°C y 18 ciclos.
Mutacion 803: 48°C y 15 ciclos.
Mutacién 590: 56°C y 15 ciclos.
Mutacion 481: 50°C y 14 ciclos.
Mutacion 341: 52°C y 17 ciclos.
Mutacion 282: 54°C y 14 ciclos.
Mutacion 191: 47°C y 18 ciclos.

Por este método cualquier producto PCR puede ser analizado
posteriormente e identificar en él otras posibles mutaciones. De esta manera
podemos averiguar las asociaciones de mutaciones en un mismo alelo. Las
reacciones especificas se realizan en sentido 3'-5', es decir, la primera que se
realiza es la 857 y la ultima la 191. En el momento en que se detecta una
discrepancia en la secuencia (heterozigosidad) en cualquier posicion (y por lo
tanto dos productos de PCR distintos, cada uno correspondiente a un alelo)

el resto de mutaciones pueden ser analizadas por separado en cada alelo.

52



PACIENTES Y METODOS

2.3.3 PCR ALELO-ESPECIFICO (OXIDACION)

Se ha utilizado esta técnica para la detecciéon de mutaciones puntuales en
la secuencia del gen CYP2D6, en concreto para la deteccion de las
mutaciones: CYP2D6*3, CYP2D6*4 y CYP2D6*9.

Para ello se han disefiado oligonucleétidos especificos de las regiones de
los intrones a ambos lados de las mutaciones de interés (Heim y Meyer,
1993). Estas reacciones de PCR se llevan cabo en 2 etapas; en la primera,
para evitar amplificaciones incorrectas de cualquiera de los otros dos
pseudogenes (CYP2D7P y CYP2D8P), se realiza una amplificacion de dos
regiones del gen CYP2D6 utilizando oligonucle6tidos que hibridan en
secuencias especificas de CYP2D6 y que no estan presentes en los
pseudogenes. Son las reacciones denominadas A y B. En una segunda etapa
se lleva a cabo una amplificacion selectiva para secuencias Wt 6 mutadas.

Para las primeras reacciones inespecificas se utilizan los siguientes
oligonucledtidos:

Reaccioén A:

-Oligonucledtido DB-1: ATT TCC CAG CTG GAA TCC. Corresponde al intrén
2, desde la posiciéon 1385 a la 1402.
-Oligonucleotido DB-2: GAG ACT CCT CGG TCT CTC. Corresponde al intron
4, desde la posicion 2122 a la 2105.
Reaccion B:
-Oligonucleétido DB-3: GCG GAG CGA GAG ACC GAG GA. Corresponde al
intron 4, desde la posicion 2098 a la 2117.
-Oligonucleétido DB-4: CCG GCC CTG ACA CTC CTT CT. Corresponde al
intron 6, desde la posicion 3200 a la 3181.

Las reacciones se realizan independientemente, en un volumen total de
25 pul, en presencia de 200-400 ng de ADN gendmico, 50 nM de cada
oligonucleotido, 200 pl de cada deoxinucle6tido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
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10 mM de Tris-HCI, 1.5 mM de MgCly, 50 mM de KCI, 0.1 mg/ml de gelatina y
2.5 unidades de Taq polimerasa, el pH de la solucion es de 8.3. A cada tubo
de reaccidén se anade una gota de aceite mineral para evitar la evaporacion
de las muestras.

En un primer paso se realiza una desnaturalizacion de 90 segundos a
94°C, a al que le siguen 35 ciclos de 60 segundos a 94°C, 60 segundos a
52°C, 90 segundos a 72°C y un periodo de extension final de 7 minutos a
72°C. Al final de cada reaccién se cargan 10 pl de cada muestra en un gel de
agarosa al 1.2%, para comprobar que la amplificaciéon ha sido correcta, se
observaran unos tamafos de banda de 738pb para la reaccion Ay 1103 pb
para la reaccion B. Se utiliza 1 ul de esa reaccion para realizar la segunda
tanda de reacciones de PCR especifico.

Para detectar la mutacion CYP2D6*4, se llevan a cabo 2 reacciones
simultdneas a partir del producto amplificado en A. En el tubo de una
reaccion se afiade el oligonucleétido DB-1 y el especifico DB-7 (CGA AAG
GGG CGT CC); y en el de la otra reacciéon, junto al DB-1 se pone el
especifico DB-8 (CGA AAG GGG CGT CT).

El fragmento B se emplea dos veces, una para detectar la variante
CYP2D6*3 y la otra para la deteccion de la variante CYP2D6*9. En el caso de
la variante CYP2D6*3, se vuelven a realizar un nuevo par de reacciones de
tal manera que en un tubo se pondra el oligonucleétido comun DB-4 junto al
especifico DB-5 (GCT AAC TGA GCA CA), y en el otro de nuevo DB-4 y el
especifico DB-6 (GCT AAC TGA GCA CQG). En referencia a CYP2D6*9, en el
par de reacciones empleadas para su deteccion, nuevamente se utiliza el
oligonucledtido comun DB-4 junto al DB-9 (GGC AGA GAT GGA GA) en una
reaccion, y en la otra DB-4 y DB-10 (GGC AGA GAT GGA GG) (Tyndale y
cols., 1991b). Estas reacciones se llevan a cabo con 15 ciclos de 60
segundos a 94°C, 60 segundos a 52°C y 60 segundos a 72°C. Al finalizar la

reaccion se cargan 10 pl de cada muestra en un gel de agarosa al 1.2%,
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observandose los siguientes fragmentos: 577 pb, 563 pb y 500 pb
respectivamente.

La interpretacion de los resultados esta en funcion de la aparicion 6 no de
la banda amplificada con el tamafio adecuado. De tal manera que si la banda
aparece en el tubo donde se ha utilizado el oligonucleétido silvestre (Wt) y
por el contrario no aparece en el tubo el oligonucleétido mutado, se
interpretara que este sujeto es homocigoto para la secuencia Wt estudiada.
Si se detectan bandas en ambos tubos se trata de un individuo heterocigoto
para la mutacion en cuestion. Si ocurriera amplificacion en el tubo del
oligonucleétido mutado, y no en el oligonucleétido sin mutar, se trata de un

individuo homocigoto para la mutacion estudiada.
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2.3.4 RFLP (POLIMORFISMO DE LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS
DE RESTRICCION)

Las variantes alélicas que detectamos por este procedimiento son
CYP2D6*2 y CYP2D6*5, las cuales no consisten en mutaciones puntuales,
sino que afectan a todo el gen y por lo tanto dan lugar a cambios de varios
miles de bases en el locus CYP2D , que son facilmente detectables por
electroforesis.

1. Se ponen 15 pg de ADN gendmico en un tubo estéril y se le anade el

tampdn adecuado segun la endonucleasa empleada.

-Se anaden 20 unidades de la endonucleasa (Xbal 6 EcoRI, en este

estudio). Se digieren las muestras a 37°C durante toda la noche.

-A continuacién se anaden 10 unidades mas de enzima y se incuba dos

horas mas.

2. Al final de la digestion se afiade 1/10 volumen del tampdn de carga
(50% de glicerol, 50% de agua, 0.25% de xileno cianol) y se separan
los fragmentos de ADN por electroforesis en un gel de agarosa al
0.5% en una camara de electroforesis con 1x de T.B.E. (EDTA 1 mM,
Tris 100 mM, acido bdérico 88 mM, pH=8) a un voltaje de 20 v/h
durante 48 horas.

3. Transcurrido ese tiempo el gel es tefido con bromuro de etidio. Para
ello se sumerge el gel en 200 ml de agua que contienen 15 ul de una
solucion de bromuro de etidio 10 mg/ml, durante 30 minutos. Se
fotografia el gel, sobre un transiluminador de Iluz ultravioleta,
sobreponiendo una regla a la altura de los pocillos, para poder realizar
mas tarde una recta patrén que nos permita conocer el tamano de las
bandas.

4. A continuacibn se desnaturaliza el gel en wuna solucidon
desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M), durante 30 minutos. De
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tal manera que las bandas de ADN de doble hélice se separen.

5. Se deshecha la solucion desnaturalizante y se le afiade la solucion
neutralizante (NaCl 1.5 M, Tris 1 M, pH=7), 30 minutos.

6. Mientras el gel estda en los pasos anteriores, se va cortando la
membrana de nylon, cargada positivamente con el mismo tamafio que
el gel, y se deja en agua 5 minutos antes de usarla. Después se
sumerge en 10x de SSC (NaCl 1.5 M, citrato sddico 0.15 M, pH=7)
hasta su uso.

7. Para transferir el ADN a la membrana se prepara en una bandeja un
soporte sobre el que se colocan un par de papeles Whatman del
mismo tamarno del gel, sobre ellos se pone el gel, a continuacion la
membrana de nylon y sobre estas toallas de papel. Por encima de
todo se coloca una placa de cristal sobre la que se pone un peso
aproximado de 500 g. Se deja que se de la transferencia como minimo
de 6 a 8 horas.

8. A continuacién se enjuaga la membrana de nylon, que ahora contiene
el ADN transferido, en 6x SSC, 2 minutos, se deja secar entre papeles
de filtro limpios. Posteriormente se pone en un horno a 80°C durante
1-2 horas para fijar el ADN a la membrana.

9. Se introduce la membrana en un tubo de vidrio HYBAID modelo HB-
OV-BL, junto con la solucion de prehibridacion (SSC 5x, 2% de
reactivo bloqueo, 0.1% de N-laurilsarcosina, 0.2% SDS, 50%
formamida). Se deja al menos 6 horas a 42°C en constante agitacion.

10. La solucion de hibridacién empleada se guarda para posteriores usos.
Al tubo que contiene la membrana se le afade la solucion de
hibridacién (10 ml de solucidén de prehibridacion que lleva la sonda con
el gen CYP2D6, marcada por el método de dioxigenina de Boehringer-

Mannheim).
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Tras la hibridacion la membrana se lava de la siguiente forma:

1. 100 ml de SSC 2x y 0.1% de SDS a temperatura ambiente, 5
minutos.

2. 100 ml de SSC 2x y 0.1% de SDS a temperatura ambiente, 5
minutos.

3. 100 ml de SSC 0.1xy 0.1% de SDS, durante 15 minutos a 42°C.

4. 100 ml de SSC 0.1x y 0.1% de SDS, durante 15 minutos a 42°C.

5. Se lava ligeramente la membrana con 100 ml de buffer-1 (acido
maleico 0.1 M, CINa 0.15 M, pH=7) y 0.3% de Tween 20 (v/v),
durante 1-5 minutos.

6. Se incuba durante 30 minutos con 100 ml de buffer-2 (solucion
de bloqueo 1:10 en buffer 1).

7. Se deshecha la solucién anterior y se incuba con anticuerpo
conjugado diluido 1:5000 en el buffer-2, durante 20 minutos.

8. Se lava el anticuerpo conjugado 2 veces con 100 ml de buffer-1
y Tween 20 al 0.3%, durante 15 minutos.

9. Se equilibra la membrana durante 2 minutos con 20 ml de buffer-
3 (CINa 0.1 M, Tris-HCI 0.1 M, cloruro magnésico 50 mM,
pH=9.5).

10.Se incuba la membrana con 10 ml de la solucién color, recién
preparada: 45 ul de NBT (nitroblue tetrazolium salt, 75 mg/ml en
dimetilformamida) y 35 ul de X-phosphate (5-bromo-4-cloro-3-
indol fosfato, 50 mg/ml de dimetilformamida) se afiaden a 10 ml
de buffer-3.

Para que se empiece a ver el precipitado de color hay que poner la

membrana en un lugar oscuro. El color empieza a aparecer después

de unos minutos del inicio y no es completado hasta pasadas 16

horas.

11.Cuando las bandas son visibles se para la reaccién decantando
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la solucion de color y afiadiendo agua MilliQ o buffer-4 (Tris-HCI
10mM, EDTA 1 mM, pH=8) durante 5 minutos.
12.Los filtros pueden ser secados a temperatura ambiente o en

horno a 80°C y guardados.
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2.4 ANALISIS ESTADISTICO

El 95% de los limites de confianza fueron establecidos de acuerdo con
Bulpitt (1987). La prevalencia de las diferentes variantes alélicas entre los
pacientes con DMNID vy los controles sanos fue establecida mediante el test
de la Chi Cuadrado, a menos que las condiciones para la aplicaciéon de dicho

test no fueran las adecuadas. En esos casos se utilizo el test de Fisher.
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NAT2

En total se genotiparon 109 individuos con DMNID, es decir,
estudiamos 218 genes presentes en otros tantos cromosomas
correspondientes a los pacientes. Ademas, utilizamos como grupo control
para poder establecer resultados comparativos, un grupo de 215 individuos
sanos que habian sido genotipados previamente por nuestro equipo. Las 7
mutaciones estudiadas (191A, 282T, 341C, 481T, 590A, 803G y 857A)
estaban presentes en los cromosomas de los 215 individuos sanos utilizados
como control y todas ellas, a excepciéon de la 191A, estaban también
presentes entre los 109 pacientes con DMNID. En la Tabla 9 se pueden
observar las frecuencias de las distintas mutaciones estudiadas en los
pacientes y en los controles.

Tabla 9. Frecuencia de las mutaciones de NATZ2 analizadas (IC: Intervalo de

confianza).
Mutaciones Pacientes Controles OR 95% IC
Num (%) Num (%)

191A 0 0 2 0.24

282T 64 19 112 13.6 1.24 0.86-1.79
341C 92 27.3 198 24 0.86 0.62-1.19
431T 92 27.3 198 24 0.86 0.62-1.19
590A 62 184 110 13.3 1.16 0.80-1.66
803G 54 16 200 243 0.38 0.26-0.54
857 2 0.59 3 0.36 1.32 0.26-6.73
Total mutaciones 366 823

Puede observarse que el numero de mutaciones excede con mucho el
numero de genes estudiados. Ello es debido a que las mutaciones en el gen

NAT2 suelen aparecer asociadas en grupos de 2 6 3, en el mismo gen.
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Se aprecia como aparecen con alta frecuencia mutaciones que son
comunes en poblacion blanca (282T, 481T, 341C, 590A y 803G) y por el
contrario la frecuencia de mutaciones que afectan a las posiciones 191 y 857
es muy baja a diferencia de lo descrito en sujetos negros y orientales,
respectivamente (Bell y cols., 1993; Deguchi y cols., 1990).

En la Tabla 10 se muestran por separado las mutaciones que
aparecen en genes rapidos y aquellas que estan en genes lentos en los
pacientes con DMNID. Hay que hacer notar que una de las mutaciones
(803G) aparece indistintamente en genes lentos o rapidos en funcién de que
vaya asociada o no a otras mutaciones. También ocurre lo mismo con la
mutacion 481T la cual aparecera en genes lentos o rapidos segun vaya o no
asociada a mutaciones no funcionales. Por ejemplo el alelo NAT2*12C
presenta la mutacion 481T y sin embargo, se considera un alelo rapido,
puesto que en este caso esta mutacibn no va acompafiada de otras no
funcionales. Entre los pacientes con DMNID no hemos observado la mutacion
481T asociada a alelos rapidos.

Se identificaron 6 variantes alélicas diferentes en el gen NAT2 en el
grupo de pacientes analizados y 7 en los individuos utilizados como control.
Asi, cabria la posibilidad de encontrar 30 y 42 genotipos diferentes,
respectivamente, en cada uno de los grupos. Sin embargo, s6lo observamos
9 y 11 genotipos en cada uno de ellos, debido a que algunas de las
variaciones alélicas encontradas son extremadamente raras en la poblacion
blanca y aparecieron en porcentajes muy pequefios. Otras, ni tan siquiera lo
hicieron. De hecho tan solo hallamos 6 variantes alélicas de las 21 que estan

descritas en la actualidad.
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Tabla 10. Frecuencia de mutaciones de NAT2 presentes en genes rapidos y

lentos en los pacientes con DMNID y en el grupo control.

Mutacion Pacientes Controles OR 95% IC
Numero % Numero %
Genes rapidos
Ninguna (wt) 61 14.2 115 12.9 1.06 0.74-1.53
481T 0 0 0 0 - -
803G 1 0.23 2 0.22 0.99 0.13-7.5
Genes lentos
191A 0 0 1 0.11 - -
282T 64 14.9 111 12.5 1.19 0.83-1.71
341C 92 21.5 155 17.5 1.29 0.93-1.81
481T 92 21.5 198 22.3 0.85 0.62-1.19
590A 62 14.5 110 12.4 1.16 0.80-1.66
803G 53 124 190 214 0.41 0.28-0.58
857A 2 0.46 3 0.33 1.32 0.26-6.73

En la Tabla 11 se puede observar el genotipo de todos los pacientes y
controles estudiados. Hay que sefalar que algunos de los genotipos
encontrados en los controles (NAT2*4/NAT2*14A, NAT2*4/NAT2*6B y
NAT2*14A/NAT2*6A) no fueron hallados en los pacientes. Se trata de

genotipos muy poco frecuentes en nuestra poblacion.
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Tabla 11. Genotipo NAT2 de todos los pacientes y controles.
Genotipo Pacientes Controles OR 95% IC
(DMNID) sanos
Nuamero (%) Numero (%)
NAT2*4/NAT2*4 11 (10.1) 15 (7.0) 1.50 0.67-3.33
NAT2*4/NAT2*14A 0 1(0.4) - -
NAT2*4/NAT2*6B 0 2 (0.9) - -
NAT2*4/NAT2*12A 1(0.9) 2 (0.9) 0.99 0.13-7.56
NAT2*4/NAT2*6A 18 (16.5) 31 (14.4) 1.17 0.63-2.20
NAT2*4/NAT2*5B 20 (18.3) 49 (22.8) 0.76 0.43-1.35
NAT2*14A/NAT2*6A 0 1(0.4) - -
NAT2*6A/NAT2*6A 5(4.6) 8 (3.7) 1.24 0.41-3.73
NAT2*6A/NAT2*5A 3(2.7) 0 - =
NAT2*6A/NAT2*5B 31 (28.4) 60 (27.9) 1.03 0.62-1.70
NAT2*5B/NAT2*7B 2(1.8) 3(1.4) 1.32 0.26-6.81
NAT2*5B/NAT2*5B 18 (16.5) 43 (20.0) 0.79 0.43-1.44
TOTAL 109 215

Contrariamente el genotipo NAT2*6A/NAT2*5A fue hallado en 3
pacientes (constituyendo un 2.7% de todos los genotipos hallados en
pacientes) y en ningun control.

No hemos encontrado (Figura 8) ninguna diferencia en la frecuencia
de variantes alélicas entre la poblacién con DMNID y los controles sanos,
utilizando un nivel de p< 0.004 (adecuado para un analisis multifactorial de 12
elementos, como es el caso). De hecho, el porcentaje de acetiladores rapidos
(portadores al menos de uno de los genes de NAT2 activos) es casi idéntico
(45.8%, IC del 95% 35.7-54.3 y 46.5%, IC del 95% 38.1-51.3) en el grupo de
pacientes con DMNID y el de los controles, respectivamente. Apreciamos
ademas en la Figura 8 como 3 variantes alélicas (NAT2*4, NAT2*6A y

64



RESULTADOS

NATZ2*5B) constituyen mas del 90% del total, tanto de los pacientes como de
los controles, sumando las variantes alélicas restantes menos de un 10%.
Ademas, si predecimos el fenotipo de acuerdo con el numero de genes
funcionales de cada individuo, no se observan tampoco diferencias entre el
grupo de pacientes y los controles, tal y como puede apreciarse en la Figura
9.
Estos resultados indican que en el grupo estudiado el riesgo de

desarrollar DMNID es independiente del genotipo NAT2.
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Figura 8. Frecuencia +/- desviacion estandar (DS) de variantes alélicas de

NATZ2 en pacientes y controles.
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Figura 9. Frecuencia de genotipo +/- DS en pacientes y controles (R/R:
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70

Wild-Type

NAT2*6A NAT2*5B

Variantes alélicas

Otros

60

50 1

40 1

30

20

Porcentaje de Individuos

10 1

e

R/R

R/L
Genotipo NAT2

L/L

RESULTADOS

O Pacientes
H Controles

O Pacientes
H Controles

66



54%

RESULTADOS

Para comprobar si los antecedentes familiares de DMNID podrian

influir para presentar un genotipo determinado dividimos a los pacientes en

aquellos con (33 pacientes) y sin (76 pacientes) antecedentes familiares.

Tampoco en este caso obtuvimos diferencias significativas entre ambos

grupos (Figura 10), de tal manera que el porcentaje de acetiladores rapidos

fue del 45.6% vy el 44.7% de los pacientes con antecedentes familiares y los

que carecian de ellos, respectivamente.

Figura 10. Frecuencia de acetiladores rapidos en pacientes con y sin

antecedentes familiares (A.F.) de diabetes y en los controles sanos.
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CYP2D6

En el caso de CYP2D6 se estudiaron 111 pacientes y se compararon
con 217 controles sanos. De este modo estudiamos 222 cromosomas de los
pacientes con DMNID y 434 de los controles sanos. Estudiamos 7 variantes
alélicas: CYP2D6*1, CYP2D6*9, CYP2D6*2, CYP2D6*1x2, CYP2D6*3,
CYP2D6*4 y CYP2D675. Las 4 primeras se corresponden con genes activos y
las 3 ultimas con genes inactivos. El analisis de esas variantes alélicas reveld
que 5 pacientes presentaban un genotipo metabolizador lento. En la Tabla 12
se puede observar el genotipo de todos los pacientes y controles estudiados.
Tabla 12. Genotipo CYP2D6 de los pacientes y controles.

Genotipo Pacientes (DMNID) Controles sanos OR 95% IC
Nuamero (%) Numero (%)

2D6*1/2D6*1 73 (65.7) 138 (63.6) 1.10 0.68-1.77

2D6*1/2D6*3 4 (3.6) 5(2.3) 1.58 0.45-5.63

2D6*1/2D6%*4 17 (15.3) 37 (17.0) 0.87 0.47-1.63

2D6*1/2D6*9 4(3.6) 8(3.7) 0.98 0.30-3.13

2D6*1/2D6*5 2(1.8) 5(2.3) 0.78 0.17-3.53

2D6*1/2D6*2 0 1(0.5)

2D6*1/2D6*1x2 5(4.5) 14 (6.5) 0.68 0.25-1.88

2D6%4/2D6*4 4(3.6) 6(2.8) 1.31 0.39-4.47

2D6%4/2D6*9 0 1(0.5) -

2D6%4/2D6*5 1(0.9) 2 (0.9) 0.98 0.13-7.49

2D6%4/2D6*1x2 1 (0.9) 0 -

Total 111 217

Tampoco en este caso (al igual que en el polimorfismo acetilador) se
encontré ninguna diferencia en las variantes alélicas entre un grupo y otro
(Figura 11) ni en el fenotipo predicho a partir del genotipo entre ambos grupos
(Figura 12).

68



RESULTADOS

Figura 11. Frecuencia +/- DS de variantes alélicas de CYP2D6 en pacientes y

controles. (M:Mutadas).
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Figura 12. Frecuencia de genotipo de hidroxilacion +/- DS en pacientes y

controles (R:rapidos, L:lentos).
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Estos resultados confirman un estudio previo realizado a nivel de
fenotipo el cual sugiere una falta de asociacién entre el polimorfismo CYP2D6
y la DMNID (Kallio y cols., 1990).
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DISCUSION

Nuestros resultados muestran claramente la ausencia de diferencias a
nivel de genotipo en la capacidad acetiladora entre la poblacién sana
espanola y la poblacion de diabéticos tipo Il. El porcentaje de mutaciones en
el gen NAT2 no difiere significativamente entre una y otra poblacion y las
principales mutaciones aparecen con una frecuencia similar en ambos
grupos.

Los resultados obtenidos relativos al polimorfismo NAT2 en nuestro
estudio son contrarios a la mayoria de los estudios realizados previamente a
nivel de fenotipo en los cuales se encontraba un exceso de acetiladores
rapidos en los sujetos diabéticos, tanto en los diabéticos tipo Il como en los
diabéticos tipo | (Tabla 13 y 14). De todas maneras hay que resaltar que
existen estudios de fenotipo en los que no apareci6 esa asociacion (Ladero y
cols., 1982) y en otros incluso se obtuvieron resultados contrarios,
apreciandose un exceso de acetiladores lentos en los diabéticos tipo | (Evans
y cols., 1985).

Hasta hace algunos afios, antes de que se aclarasen las bases
genéticas del polimorfismo acetilador, tan solo se podian realizar estudios a
nivel de fenotipo. Debido a ello los resultados obtenidos podian estar
enmascarados por factores como los propios cambios producidos por el
estado patoldgico y por las diversas terapias aplicadas para combatirlos, e
incluso por la posibilidad de que el fenotipo fuese ligado a la causa de la
enfermedad. Algunos estudios de fenotipo han sido confirmados con otros a
nivel de genotipo como la asociacion de CYP2D6 con cancer de higado y
pulmén (Hirnoven y cols., 1993; Agundez y cols., 1994b y 1995d), pero

muchos otros no lo han sido.
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Tabla 13. Relacion entre diabetes mellitus tipo | y fenotipo acetilador rapido

(Odds ratio e intervalo de confianza).

OR 95% I.C.

Bodansky y cols., 1981 1.54 0.89-2.63
Bonisolli y cols., 1985 2.27 1.14-4.54
Ladero y cols., 1982 1.19 0.55-2.50
Mattila y Tiitinen, 1967 7.58

McLaren y cols., 1977 1.82 1.03-3.22
Shenfield y cols., 1982 12.19 1.49-6.66
Stryjek-Kaminska y cols., 1988 2.24 1.23-4.16

Tabla 14. Relacion entre diabetes mellitus tipo Il y fenotipo acetilador rapido

(Odds ratio e intervalo de confianza).

OR 95% I.C.
Nuestro estudio 0.97 0.61-1.54
Bonisolli y cols.,1985 1.47 0.33-0.75
Burrows y cols., 1978 2.39 1.31-4.34
Ladero y cols.,1982 0.99 0.58-1.69
Mattila y Tiitinen, 1967 0.99 0.33-2.94
McLaren y cols.,1977 1.59 1.02-2.50
Shenfield y cols.,1982 1.67 0.90-3.03
Stryjek-Kaminska y col 1988 1.72 0.95-3.12

Hay multiples factores que pueden explicar la diferencia entre nuestros
resultados y la mayoria de los obtenidos a nivel de fenotipo. Todos ellos se
basan en la hipdtesis de que el exceso de acetiladores rapidos no esté
relacionado con la etiologia de la enfermedad, sino que sea un efecto de la

misma. Es decir, que la propia enfermedad, alguna de sus complicaciones o
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el tratamiento de las mismas pueda variar el status acetilador, sin que esta
variacion tenga un origen genético. Se ha demostrado que la hiperglucemia
acelera la capacidad acetiladora (Thom y cols., 1981; Shenfield y cols., 1982;
Suhardjono y cols., 1986; Lindsay y Baty 1990; Lindsay y Bair 1991). El
mecanismo propuesto para ello es que la hiperglucemia aumenta la
concentracion hepatica de Acetil-CoA que es un cofactor fundamental para la
actividad N-acetiltransferasa, como se comenta en el capitulo de Introduccién
(Figura 1). Thom y cols. demostraron en 1981 que la vida media de isoniazida
disminuy6 en 8 sujetos sanos al administrarles 100 gr de glucosa oral. Esta
induccién bioquimica parece que ocurre después de horas, mas que de dias
o de meses, puesto que el nivel de hemoglobina glicosilada, que refleja las
concentraciones medias de glucosa del mes previo, no se encuentra
relacionado con la capacidad acetiladora (Bodansky y cols., 1981; Shenfield y
cols., 1982). Suhardjono y cols. en 1986 estudiaron el status acetilador de 49
voluntarios sanos (47 hombres y 2 mujeres) mediante la sulfadiamina y
observaron que una sobrecarga de glucosa aumentaba la capacidad
acetiladora, aunque no en tal grado que llegara a convertir a los acetiladores
lentos en rapidos. Este dato es esperable, ya que individuos homozigotos
para alelos NAT2 defectuosos presentan actividades del orden del 10% de las
que presentan los individuos homozigotos para genes activos. Sin embargo,
este factor si que podria ser responsable de un “desplazamiento” de los
indiviudos heterozigotos, desde actividades borderline, que en determinados
casos podrian ser clasificados como acetiladores lentos, hacia actividades
claramente clasificables como correspondientes a individuos acetiladores
rapidos. Algo similar ocurre con el etanol, el cual aumenta también la
disponibilidad hepatica de Acetil-CoA. Olsen y cols. demostraron en 1978 que
el etanol aumentaba la acetilacion de sulfadiamina, tanto en acetiladores
rapidos como en los lentos. Realizaron un estudio con 16 voluntarios sanos y
observaron que tras conseguir una concentracion sérica de 1g/l de etanol la

vida media de sulfadiamina disminuyé un 20% tanto en los acetiladores
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rapidos como en los lentos y aumenté la cantidad de farmaco acetilado tanto
en sangre como en orina. En 3 acetiladores lentos el incremento fue tan
marcado que de no haber tenido en cuenta la administracion del etanol éstos
hubiesen sido clasificados errbneamente como acetiladores rapidos. También
comprobaron como al administar etanol a ratas hasta conseguir una
concentracion de 2 g/l las células hepaticas de esas ratas mostraron un
incremento de un 30% en la capacidad de acetilar la sulfadiamina. Ademas,
tanto los antidiabéticos orales (sobre todo la glibenclamida) como la insulina
también aceleran el metabolismo acetilador (Stroev y Belkina, 1989). Estos
autores observaron dicho efecto en animales sanos.

Caso de existir diferencias entre los pacientes con DMNID y el resto de
la poblacion a nivel de fenotipo acetilador (lo cual no parece ocurrir en la
poblacidén espafiola segun Ladero y cols. en 1982), estas podrian deberse a
cualquiera de los factores mencionados anteriormente 0 a una suma de
varios de ellos que pueden actuar influyendo sobre el fenotipo y “falseando”
de alguna manera los resultados de éste.

Nuestros resultados, por el contrario, si que coinciden con Mrozikiewicz
y cols. y Neugebauer y cols. El primero de ellos genotipd en Polonia a 165
nifios con DMID, comparandolos con 107 nifios utilizados como control. Se
observé un 40.6% y un 36.6% de acetiladores rapidos en dichos grupos
respectivamente, siendo esta pequefia diferencia estadisticamente no
significativa y concluyéndose que el genotipo acetilador rapido no es un factor
de riesgo heredable para el desarrollo de DMID. En este estudio a diferencia
del nuestro tan solo se analizaron 3 mutaciones (aquellas situadas en las
posiciones 857, en la 590 y en la 341). En 66 pacientes y en 54 de los
controles se procedi6 a una fenotipacién simultanea observandose tan solo 5
casos discrepantes. Se establecid de esta manera que la correlacion entre el
genotipo y el fenotipo era de alrededor del 95%.

Neugebauer genotipd a un grupo de japoneses diabéticos tipo Il
(compuesto por 43 sujetos con nefropatia diabética, 24 con microalbuminuria
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y 18 con normoalbuminuria) y a un grupo de sujetos no diabéticos (62 sujetos
con enfermedad renal y 51 sujetos sanos). Los individuos diabéticos con un
genotipo acetilador lento fueron los siguientes: un 7.0% de los que sufrian
nefropatia, un 20.8% de los que tenian microalbuminuria y un 0% de los
sujetos con normoalbuminuria. El total de los diabéticos con un genotipo
acetilador lento fue de un 9.4%. Entre aquellos no diabéticos con enfermedad
renal y entre los sanos hubo un 6.5% y un 7.8% de lentos respectivamente.
Las diferencias no fueron significativas, concluyendo que el polimorfismo
acetilador no constituye un marcador genético de riesgo para el desarrollo de
nefropatia diabética en japoneses con diabetes mellitus tipo Il. Este estudio al
igual que el realizado por Mrozikiewicz tan solo analizé las mutaciones
situadas en las posiciones 341, 590 y 857. Sus resultados fueron
concordantes con los estudios genéticos de NAT2 realizados previamente en
la poblacion japonesa (Deguchi y cols., 1990).

Puesto que en la etiologia de la DMNID existen factores genéticos
implicados (Green, 1990) parecia interesante relacionar el polimorfismo
genético NAT2 con el desarrollo de DMNID. De hecho, de acuerdo con el
resultado de la mayoria de los estudios de fenotipo se especul6 con la
posibilidad de los acetiladores rapidos fuesen mas susceptibles de sufrir
DMNID, aunque nunca se encontré una hipétesis biolégica adecuada que
justificase dicha asociacion. Si esta asociacion fuese correcta cabria esperar
que aquellas poblaciones con alto porcentaje de sujetos con DMNID, como
por ejemplo los Finlandeses, donde la prevalencia de la DMNID es de un 25-
30% (Haavisto y cols., 1983), tuviesen un mayor porcentaje de acetiladores
rapidos que otras poblaciones europeas. Sin embargo, en ellos la frecuencia
de acetiladores rapidos es similar a la de otras poblaciones europeas en las
cuales la prevalencia de la DMNID es muy inferior como por ejemplo ocurre
en los britanicos (Forrest y cols., 1986) o en los italianos (Morsiani y cols.,
1985).
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Podria especularse que los resultados de nuestro estudio estan
influenciados por la diferente edad presentada por los pacientes y los
controles. Sin embargo, esta ampliamente aceptado que la distribucion de los
diferentes alelos de NAT2 no se ve afectada por la edad (Agundez y cols.,
1997c). Es indudable que alguno de los sujetos incluidos como controles
desarrollaran en el futuro DMNID. Sin embargo, dado que la prevalencia de la
DMNID en los paises del sur de Europa es de alrededor del 1-5% (Pozza y
cols., 1993), el hecho de que algunos de los controles desarrollen en el futuro
DMNID no modifica sustancialmente los resultados obtenidos.

Figura 13. Correlacion entre la prevalencia de DMNID y la frecuencia de

acetiladores rapidos en distintos paises.
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De este modo, nuestros resultados muestran claramente que en la
poblacién espafiola no hay ninguna relacién entre el genotipo NAT2 y la
DMNID y no confirman la mayoria de los hallazgos previos que establecian
una relacion en los estudios de fenotipo entre los acetiladores rapidos y la
diabetes mellitus insulin y no-insulin-dependiente. Nuestros resultados, por el
contrario vienen a coincidir con la falta de relacidén entre la diabetes mellitus y
el fenotipo acetilador observada en 1982 por Ladero y cols. No es la diabetes
la unica patologia en la cual los hallazgos previos a nivel de fenotipo no estan
siendo verificados por estudios de genotipo. En el cancer de colén la mayoria
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de los estudios a nivel de fenotipo encontraban una asociacion con el fenotipo
acetilador rapido (Lang y cols., 1986; Hett y cols., 1987) que se trataba
justificar mediante la posible activacion de procarcinégenos en la mucosa
intestinal mediante acetilacion. Sin embargo, algun estudio de genotipo
posterior no confirmo dicha relacion (Kirling y cols.,1991), al menos tomando
a todos los pacientes con cancer de colbn como un grupo unico. Sin
embargo, recientemente nuestro grupo ha confirmado dicha asociacién para
un subgrupo de pacientes (Agundez y cols., 2000).

Hasta el momento actual la relacion entre el polimorfismo NAT2 y
diversas patologias solo ha podido ser demostrada convincentemente a nivel
de fenotipo y posteriormente de genotipo con el cancer de vejiga. Se ha
demostrado que los acetiladores lentos son mas propensos a sufrirlo (Marcus
y cols., 2000).

Con relacién al polimorfismo CYP2D6 nuestros resultados muestran
que no hay ninguna diferencia significativa en el genotipo de CYP2D6 entre
la poblacién general espafiola y los pacientes con DMNID. Tan solo 5 de los
111 pacientes con DMNID genotipados presentaron un genotipo lento, con lo
cual el porcentaje de lentos no difiere significativamente del de la poblacion
general. Estos resultados impiden establecer cualquier tipo de nexo genético
entre la DMNID vy el polimorfismo de CYP2D6.

La posible relacion entre la DMNID y el polimorfismo CYP2D6 ya fue
estudiada en 1990 por Kallio y cols. a nivel de fenotipo. Después de fenotipar
42 pacientes con DMNID llegaron a la conclusion que no habia diferencias
significativas entre la poblacién general y los pacientes con DMNID en lo que
respecta al fenotipo de debrisoquina. Nuestros resultados vienen a confirmar
a nivel genético los obtenidos por Kallio y cols. a nivel de fenotipo. Este autor
en su estudio también analizé6 pacientes con DMID obteniendo resultados
similares a los obtenidos con los pacientes con DMNID, es decir, que no
habia asociacion entre el fenotipo de debrisoquina y la DMID. Desde ese
trabajo hasta el nuestro no han existido estudios intentando relacionar el
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polimorfismo CYP2D6 y la diabetes mellitus. En este sentido, esta escasez de
trabajos contrasta con la gran cantidad de trabajos realizados para intentar
relacionar el polimorfismo acetilador con la diabetes mellitus. Sin embargo,
hay que sefialar que muy recientemente se ha publicado un trabajo con
resultados similares a los obtenidos por nuestro grupo (Hegele y cols., 2000).
Los autores de dicho trabajo no encuentran diferencias en el polimorfismo

CYP2D6 entre los individuos diabéticos y aquellos que no lo son.
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CONCLUSIONES

1. Las frecuencias de genotipos, alelos mutados y fenotipos inferidos de los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 correspondientes al polimorfismo
NAT2 no presentan diferencias estadisticamente significativas al

compararse con las de los controles sanos.

2. Las frecuencias de genotipos, alelos mutados y fenotipos inferidos de los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 correspondientes al polimorfismo
CYP2D6 no presentan diferencias estadisticamente significativas al

compararse con las de los controles sanos.

3. Los resultados obtenidos en esta Tesis no avalan ninguna asociacion
causa-efecto entre los polimorfismos genéticos estudiados y la diabetes

mellitus tipo 2.
4. Los resultados de otros estudios en los que el fenotipo acetilador rapido

parecia estar asociado a la diabetes tipo 2 podrian ser debidos a la propia

diabetes y/o a los farmacos administrados.
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