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RESUMEN

Las isoenzimas CYP3A forman la mayor porción de proteinas del citocromo P450 en

hígado, y se expresan en distintos órganos. CYP3A son responsables del metabolismo de

más del 50% de las drogas en uso y de esteroides endógenos.

De las 4 isoenzimas CYP3A, Ia isoforma CYP3A5 es la que presenta mayor

variabilidad de expresión interindividual. EI mayor determinante de esta variación es un

polimorfismo de nucleótido simple (SNP), g.6986A>G. EI alelo CYP3A5*1 (g.6986A)

correlaciona con alta expresión de CYP3A5, mientras que el aIeIo CYP3A5*3 (9.69866) da

por splicing alternativo una proteina trunca, sin función. Estudios recientes de otros

investigadores han mostrado en una población afroamericana adulta, agrupados en base a

este SNP, diferencias significativas en la presión arterial sistólica y media. 11

Dada la asociación entre hipertensión, obesidad, diabetes y dislipemia, características

del Sindrome Metabólico, fue nuestro interés determinar las frecuencias de las variantes

alélicas g.6986A>G de CYP3A5 y estudiar su posible asociación con la hipertensión o la

obesidad en población argentina adolescente.

Se estudiaron dos poblaciones de adolescentes, una del interior de Buenos Aires

(Población I) y la otra de Capital Federal (Población ll). Población l: 175 adolescentes (15i2

años): 121 normotensos (71 mujeres) y 54 hipertensos (22 mujeres), de los cuales 17 eran

obesos (BMI >percenti|o 95 por sexo y edad). Ambos grupos mostraron diferencias

significativas en HDL-colesterol, triglicéridos e insulinemia. Población Il: 112 adolescentes

(11.54.47); 52 no obesos (21 mujeres) y 60 obesos (30 mujeres), y con diferencias

significativas en presión arterial sistólica, HDL-colesterol, glucemia, insulinemia e índice

HOMA.

La genotipificación del SNP g.6986A>G en las 2 poblaciones se realizó por PCR

RFLP (Sspl).

En Ia población l, la frecuencia alélica de CYP3A5*3 en normotensos fue de 0.888 y

en hipertensos de 0.935 (en equilibrio de Hardy Weinberg), no encontrándose asociación

entre Ia hipertensión con el genotipo de CYP3A5 estudiado (x2, NS). Sin embargo, si se

observó que todos los obesos fueron genotipo CYP3A5*3 homocigota (x2, p<0.05). Se

evaluó el cortisol sérico por RIE y no se encontró diferencias entre obesos y normales o

entre individuos según los genotipos de CYP3A5 (t-test, NS). En la población lI, Ia frecuencia

alélica de CYP3A5*3 en no obesos fue de 0.913 y en obesos de 0.917 (en equilibrio de



Hardy Weinberg). No se encontró asociación entre la obesidad con algún genotipo de

CYP3A5 (X2,NS).

Nuestros resultados estiman que aprox. el 80 % de la población presenta el genotipo

CYP3A5*3 homocigota, escasa o nula expresión de CYP3A5. Estos datos concuerdan con

otros estudios realizados en población caucásica.

En la población adolescente estudiada no se encontró asociación entre Ia hipertensión

con algún genotipo o alelo de CYP3A5.

La asociación encontrada entre la obesidad y el genotipo homocigota de la variante

CYP3A5*3 en Ia población I, con un pequeño número de individuos obesos, no pudo ser

reproducida en otra población de diferente origen geográfico. Para asegurar una conclusión

final se necesitaría repetir este estudio con un mayor número de individuos.

Por ahora podemos concluir que el genotipo de CYP3A5 no participaría en Ia

hipertensión o en la obesidad como componentes del Síndrome Metabólico.



Introducción

INTRODUCCIÓN

Citocromo P450

El metabolismo de drogas y otras sustancias exógenas (xenobióticos) es catalizado

por una batería de enzimas que también están involucradas en el metabolismo de

sustancias endógenas como hormonas esteroideas, ácidos biliares, ácidos grasos y

bilirrubina. Estas enzimas están ampliamente distribuidas en el organismo, pero predominan

en sitios expuestos a altas concentraciones de xenobióticos como el hígado, pulmón,

intestino y riñón. El tamaño del hígado y su alta concentración de estas enzimas lo

convierten en el órgano con mayor influencia en el metabolismo de drogas. Las reacciones

involucradas en el proceso de metabolización de drogas pueden considerarse que tienen

lugar en dos fases. Las reacciones de fase l consisten en reacciones de oxidación y

reducción, o hidrólisis, que en general producen un aumento en la polaridad de la molécula,

con lo que aumenta su solubilidad en agua. Las reacciones de fase ll son reacciones de

conjugación, en las cuales el fármaco o metabolito procedente de la fase I se acopla a un

sustrato endógeno, aumentando así el tamaño de la molécula, con lo cual casi siempre se

inactiva. En definitiva, los productos resultantes tienden a ser compuestos polares,

hidrosolubles, y por lo tanto, más fácilmente eliminados por la orina y por la bilis. 1'2

Es frecuente que un fármaco origine un número elevado de metabolitos, unos pueden

ser inactivos, y otros activos desde un punto de vista terapéutico o tóxico. La variedad de

metabolitos y la concentración de cada uno se ellos dependerán de la dotación enzimática

de cada individuo. Los procesos de metabolización, junto con los de excreción tienden a

reducir la concentración del fármaco en el plasma. La biotransformación está sometida a una

gran variación individual,que es Ia que más contribuye a que dosis iguales consigan niveles

plasmáticos distintos en individuos diferentes. 2

Con el término de citocromo P-450 se denomina a un grupo de hemoproteínas que en

su mayor parte son monooxigenasas. En la actualidad ya se han caracterizado más de 150

formas diferentes, que constituyen una superfamilia genética. Casi todos los tejidos de

mamíferos, especialmente el hígado e intestino delgado, poseen uno o más de estos

citocromos que se localizan en varias organelas, aunque principalmente lo hacen en el

reticulo endoplásmico y en las mitocondrias. Aunque algunas de las formas de citocromo P

450 son específicas de un determinado sustrato, la mayoría de ellas catalizan gran número

6



Introducción

de reacciones metabólicas a la vez. Asimismo, un mismo sustrato puede ser metabolizado

por más de una de estas formas. Los citocromos P-450 participan en el metabolismo de

numerosas sustancia endógenas, como esteroides, ácidos grasos, eicosanoides,

hidroperóxidos Iipídicos, retinoides y acetona. También se sabe que distintos productos

químicos ambientales son sustratos de las enzimas citocromo P-450: fármacos, solventes

orgánicos, pesticidas, hidrocarburos, alcoholes, antioxidantes, sustancias carcinógenas y

muchas sustancias naturales como alcaloides. Estas monooxigenasas representan una

primera línea de defensa contra sustancias xenobióticas, potencialmente tóxicas, que al

incrementar su hidrofilia, se facilita su excreción. 2'3

Las diversas formas de citocromo P-450 se encuentran ampliamente representadas

en la naturaleza, desde las plantas hasta los mamíferos, por Io que se considera que

provienen de un gen de gran antigüedad y muy conservado. Se agrupan en familias y

subfamilias en base a su homología en las secuencias de aminoácidos. Se nombran con el

prefijo CYP, seguido del número que designa Ia familia, una letra que indica Ia subfamilia y

un número que marca la forma individual (isoforma). Cada isoforma es el producto de un gen

separado, y estos genes, dentro de la misma subfamilia, pueden tener una considerable

homología de secuencia. Cuando una isoforma es polimórfica y tiene variantes que

metabolizan la misma droga en forma rápida o lenta en individuos distintos, a esas variantes

polimórficas se les asignan un número luego de un asterisco (Ej.: CYP3A5*1 describe al

miembro 3 de la familia CYP, subfamilia A, isoforma 5, variante polimórfica 1). Estos

polimorfismos enzimáticos son un fenómeno común en la familia CYP, se heredan en forma

mendeliana, y son Ia mayor causa de diferencias interindividuales e interétnicas en las tasas

de metabolización de drogas. 1'2

Otra característica de los CYP es que pueden responder a los constantes cambios del

tipo y cantidad de droga que encuentran. El aumento en la actividad de CYP es el resultado

de la inducción enzimática, mientras que Ia disminución en su actividad sigue a la inhibición.
1,2

En el genoma humano hay presentes aproximadamente 55 genes CYP diferentes. La

familia CYP ha crecido a través de procesos de duplicación de genes y conversión de genes.

La metabolización de xenobióticos es principalmente llevada a cabo por 3 miembros de la

familia CYP: CYP1, CYP2 y CYP3. 45
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CYP3A

De las proteinas CYP humanas, los miembros de la subfamilia CYP3A son los de

mayor importancia ya que colectivamente forman la mayor porción de proteínas CYP en

higado. La importancia farmacológica de CYP3A está dada por su expresión en todos los

órganos mayores que contribuyen a la deposición de drogas, tracto gastrointestinal, hígado y

riñón. Se estima que entre el 45 —60% de las drogas en uso y esteroides endógenos son

sustrato de CYP3A (figura 1). Algunas de las drogas son: antidepresivos, benzodiazepinas,

agentes inmunosupresores, esteroides, antimicóticos imidazoles, antibióticos macrólidos, y

toxinas. EI alto grado de similitud entre las proteínas CYP3A, y datos experimentales

disponibles han llevado a asumir que las isoformas de CYP3A tienen similar espectro de

sustratos. Sin embargo, algunos estudios indican la posibilidad de diferencias. 3'6'7

Figura 1. Proporción de fármacos metabolizada por
las principales enzimas de fase 1. 1

Hídrolasa de Ester a
epóxido as DPYD

CYP2A6

CYP1 Bl

CYP1A1/2

CYPZBS

CYP2C8/9

CYP3A4/5

chpza
CYP2C19J Cypzos

Generalmente se acepta que las enzimas CYP3A juegan un rol dominante en la

eliminación metabólica de muchas drogas en comparación con otras enzimas de

biotransformación. La variabilidad en el contenido o función de la enzima puede tener un

efecto profundo en la exposición a drogas, y en la eficacia y seguridad de las mismas. La

variabilidad ¡nterindividuoen la expresión constitutiva de CYP3A puede deberse a multiples

causas, estas incluyen al control de la transcripción de los genes por moléculas endógenas

como las hormonas, y moléculas exógenas de la dieta y medio ambiente; y a polimorfismos

genéticos. 8

Las diferencias interindividuales en Ia expresión de CYP3A, en algunas poblaciones

mayor a 30 veces, contribuyen a la variación en la biodisponibiiidady clearence de sustratos

8



Introducción

de CYP3A, como inhibidores de proteasas del HIV, algunos bloqueadores de canales de

calcio, y algunas drogas que disminuyen los niveles de colesterol. También estas

variaciones son importantes en drogas usadas en quimioterapia, e inmunosupresores como

ciclosporina A y tacrolimus, ya que se pueden tener diferentes resultados clínicos en la

toxicidad de la droga y la respuesta al tratamiento. Además, CYP3A metaboliza estrógenos a

2-hidroxiesterona, 4-hidroxiesterona y estrógenos 16a-hidroxilados, todos ellos implicados

en carcinogenicidad mediada por estrógenos. Las variaciones en CYP3A posiblemente

influyanen los niveles circulantes de estos estrógenos y en el riesgo de cáncer de mama. 4

El loous CYP3A humano (231 Kb) está ubicado en el cromosoma 7q21.1 y contiene 4

genes: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A? y CYP3A43 (recientemente incorporado) y 3

pseudogenes (figura 2). Aunque los genes CYP3A están adyacentes uno del otro, están

regulados de forma diferente. 3’4

<——-—--—-—-—>——-—->———>
T m IBI IE c

Figura 2. Esquema de la organización del Iocus CYP3A humano en el brazo

largo del cromosoma 7. T: telómero, C: centrómero, Ps: pseudogen. Las flechas

indican Ia orientación de la transcripción de cada gen CYP3A.3

CYP3A4

Dentro del grupo CYP3A ya descripto, la isoenzima CYP3A4 se considera una de las

más importantes de la subfamilia en la vida adulta ya que representa la mayoría del

contenido proteico y de ARNm de esta subfamilia ubicada mayoritariamente en hígado e

intestino. 8'9

Variaciones genéticas encontradas en regiones intrónicas y exónicas del gen

posiblemente influyan en el nivel o función de la proteina CYP3A4, pero en los estudios

realizados en adultos se ha encontrado ARNm completo, no habiendo evidencias de la

existencia de alelo nulo para CYP3A4. 8
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CYP3A7

Por el contrario, durante la vida fetal, la proteína predominante es la CYP3A7. Su

expresión parece silenciarse apenas luego del nacimiento. Sin embargo, se ha descripto que

algunas personas expresan CYP3A7 en la adultez. 4'8

CYP3A43

La identificación del gen CYP3A43 ha sido reportada recientemente. Se ha detectado

transcripción del gen en hígado, rinón, próstata y páncreas, observándose que los niveles de

ARNm en hígado son muchos más bajos que los de CYP3A4. 3'8

CYP3A5

La isoenzima CYP3A5 se encuentra en hígado e intestino, y es el principal miembro

de la familia CYP3A que se expresa en células de riñón, pulmón, próstata, mamas y

leucocitos polimorfonucleares.8

Su expresión es claramente polimórfica, con individuos que presentan niveles

relativamente altos o bajos de Ia proteína. En población caucásica adulta se ha encontrado

una sobreexpresión hepática de CYP3A5 de aproximadamente 10 veces en el 10% de los

individuos, mientras que el resto mostró una actividad menor. Es posible anticipar que

factores genéticos, que controlan la expresión polimórfica de CYP3A5 contribuyan a las

diferencias interindividuales en el clearence de algunos sustratos de CYP3A. Debido a que

Ia especificidad por sustratos de CYP3A5 y CYP3A4 está superpuesta, es difícilseparar la

contribución relativa de estas 2 enzimas al metabolismo mediado por CYP3A 6' 8 . Algunas

drogas con las que interactuaría CYP3A5 son: antineoplásicos (vincristina, vinblastina,

paclitaxel), antirretrovirales (ritonavir), inmunosupresores (prednisona, ciclosporina,

tacrolimus), psicofármacos (fluoxetina, diazepam), antiarrítmicos (amiodarona, diltiazem),

antihipertensivos (amlodipina, nifedipina), antibióticos y antimicóticos, y otras 1°.

El alelo correspondiente a Ia expresión de la proteína de 502 aminoácidos fue

designado CYP3A5*1 e. El polimorfismo de nucleótido único (SNP) en el gen CYP3A5 más

frecuente y funcionalmente importante es la transición g.6986A>G en el intrón 3

(CYP3A5*3). Este SNP fue descripto por Kuehl y col 4 en el nt 22893 del gen CYP3A5 (Gen

10
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Bank N°: AC 005020). Luego, por un cambio en la consideración del nt +1, cambió la

nomenclatura y pasó a llamarse g.6986A>G 6. Este SNP es el mayor determinante en la

variación de la expresión de CYP3A5, ya que crea un sitio de splicing alternativo dando un

ARNm aberrante que contiene 131 bp de la secuencia del intrón 3 insertadas entre los

exones 3 y 4. Esta inserción resulta en un corrimiento del marco de lectura (frameshift)

dando una terminación prematura de la proteína en el aminoácido 102. El alelo CYP3A5*1

(g.6986A) está asociado a la expresión de esta isoenzima en hígado, riñón e intestino,

mientras que distintos trabajos confirman que el genotipo CYP3A5*3/*3 se asocia con

niveles muy bajos o indetectables de la proteína CYP3A5 en hígado. La variante alélica

CYP3A5*3 (g.6986G) es común en distintos grupos étnicos estudiados, aunque está

presente en distinta frecuencia alélica. En este caso, la variante alélica CYP3A5*3 es más

prevalente que el alelo CYP3A5*1 en la mayoría de la población. EI alelo funcional

CYP3A5*1 tiene una frecuencia reportada de 5-15% en Caucásicos y 45-73% en

Afroamericanos. En la población china la frecuencia alélica es de 27-35%, en la coreana de

30%, en la japonesa de 23-29%, en la mexicana de 25% y 40% en indios del sudoeste

asiático. Estos datos sugieren una significativa diversidad étnica para el alelo CYP3A5*1que

posiblemente tenga gran importancia y consecuencias clínicas. 4'8'11

Debido a que CYP3A5 representa a por lo menos el 50 % del contenido total de

CYP3A hepático en personas que expresan CYP3A5, este gen puede ser el contribuyente

más importante a las diferencias interindividuales e interraciales en el clearence de las

drogas CYP3A-dependientes. 4

Hasta el presente, por métodos de secuenciación se han descripto nuevas variantes

alélicas que se denominan CYP3A5*2, *4, *5, *6 y *7, pero su frecuencia en población

Caucásica es menor al 1%. Para la identificación de todas las variantes alélicas de CYP3A5

con el propósito de screening, se han desarrollado distintos ensayos de PCR-RFLP que

permiten la identificación en un número grande de individuos. 9

Síndrome Metabólico

El Síndrome Metabólico o Síndrome X presenta 6 componentes, Obesidad

Abdominal, Dislipemia Aterogénica, Hipertensión, Resistencia a la Insulina / Intolerancia a la

Glucosa, Estado Proinflamatorio y Estado Protombrótico, que están asociados al aumento

del riesgo de enfermedad cardiovascular en adultos. El individuo adulto que presenta 3 o

más de los siguientes componentes se define que presenta Síndrome Metabólicoz12'13

11
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1. Obesidad Abdominal: circunferencia de la cintura >102 cm (hombres) o >88

cm (mujeres).

2. Hipertrigliceridemia: 2150 mg/dL.

3. Bajos niveles en sangre de HDL-Colesterol: <40mg/dL (hombres) o < 50

mg/dL (mujeres).

4. Hipertensión: 2130/85 mmHg.

5. Elevada glucemia en ayunas: 2110 mg/dL.

En el año 2001, aproximadamente el 22% de los adultos de los E.E.U.U. presentaban

el Síndrome Metabólico, aumentando la prevalencia con la edad.14

El desarrollo de este síndrome involucra efectos múltiples e interactivos de genes y

factores ambientales, incluyendo la inactividad física y la dieta rica en grasas. 15

Obesidad

La prevalencia del Síndrome Metabólico en chicos y adolescentes de los EEUU es

alta y se incrementa con el grado de obesidad. Es alarmante que más del 10% de los chicos

entre 2 y 5 años y aproximadamente el 15% de entre 6 y 19 años tengan sobrepeso. En

chicos y adolescentes, el sobrepeso se define como un Índice de Masa Corporal (BMI)> al

percentilo 85 corregido por sexo y edad, y la obesidad como un BMI > al percentilo 95

corregido por sexo y edad . 12'16'17

En humanos se han caracterizado varías formas monogénicas de obesidad que

resultan de mutaciones en genes involucrados en la regulación de la ingesta de alimentos.

Sin embargo, estos casos son raros y en general, la obesidad debe ser considerada como

una enfermedad poligénica compleja que involucra interacciones entre múltiples genes y el

medio ambiente. Numerosos estudios, incluyendo trabajos en chicos, han tratado de

identificar genes asociados a la obesidad. 18

Hipertensión

La hipertensión es una enfermedad genética compleja y principal causa de infarto de

miocardio, falla cardíaca, enfermedad vascular, derrame cerebral y falla renal. La

hipertensión arterial es una enfermedad poligénica y multifactorial que resulta de la

12
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interacción del medio ambiente con un conjunto de genes que confieren riesgo y/o

protección. 19’2°

Dado que CYP3A5 es el principal miembro de la familia CYP3A que se expresa en

células fuera del hígado e intestino, puede tener una importante función fisiológica en esos

tejidos. Por ejemplo, en el riñón, CYP3A5 puede mediar el metabolismo de cortisol a 6B

hidroxicortisol, un regulador fisiológico del transporte de Na+ en el epitelio renal. La

expresión renal polimórfica y variable de CYP3A5 puede contribuir a diferencias localizadas

en Ia generación de GB-hidroxicortisol en el nefrón, y puede jugar un rol etiológico, por

ejemplo, en Ia hipertensión sensible a sal, por el incremento en Ia retención renal de Na". Es

interesante notar que la hipertensión renal dependiente de sal es más prevalente en Ia

población Afroamericana que en Caucásicos americanos, como también Io es el alelo

CYP3A5*1. En órganos como el riñón, CYP3A5 puede tener una importante función en la

regulación de factores endógenos paracrinos o endocrino que influyen en el riesgo de

enfermedades. 8

Recientemente, en un estudio sobre 25 individuos pertenecientes a población

afroamericana adulta y agrupados en base al polimorfismo g.6986A>G de Ia enzima

CYP3A5 que distingue entre los individuos que expresan Ia variante CYP3A5*1 de los que

poseen una reducida o nula expresión (variante CYP3A5*3) se encontraron diferencias

significativas en relación a Ia presión arterial sistólica, presión arterial media y en el

clearence de creatinina. La presión arterial sistólica de los homocigotas de CYP3A5*1, que

expresan cantidades elevadas de Ia enzima, fue aproximadamente 20 mmHg mayor que Ia

de los homocigiotas CYP3A5*3, que no expresan. 11

Este hallazgo nos condujo a especular que altos niveles en la expresión de CYP3A5

podrían conllevar a niveles elevados de presión arterial en poblaciones en las cuales Ia

actividad de CYP3A5 sea prevalente. Dicha hipótesis aún no ha sido puesta a prueba en

nuestro país y está poco estudiada en el resto del mundo.

Por otra parte, ya es sabido que el cortisol está implicado como mediador

patofisiológico de Ia obesidad idiopática, y que Ia secreción aumentada de glucocorticoides

(por ej.: Síndrome de Cushing) está asociada a obesidad.” 22 Como ya mencionamos

anteriormente, CYP3A5 participa en el metabolismo del cortisol, es por eso que también nos

planteamos si algún genotipo de CYP3A5 se asocia a la obesidad a través de alteraciones

en los niveles del cortisol, ya que hasta el presente no hay estudios al respecto.

Además, Ia detección de las variantes alélicas de CYP3A5 y Ia descripción de las

frecuencias alélicas en nuestra población pueden ser de utilidad para establecer si nuestra
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población presenta alta actividad de CYP3A5. Estudios como el presente tendrían

importancia clínica, ya que Ia genotipificación de CYP3A5 podría permitir Ia optimización de

ia farmacoterapia y posibilitar un mejor entendimiento del metabolismo de mediadores

endógenos que pueden jugar un papel importante en la fisiopatología de enfermedades

prevalentes. 9'23

OBJ ETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar las frecuencias de las variantes alélicas

CYP3A5*1y CYP3A5*3y estudiar una posible asociación de alguna de las variantes alélicas

o genotipo de CYP3A5 con algún componente del Síndrome Metabólico, como Ia

hipertensión o ia obesidad, en muestras de población argentina joven.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Suietos

Este trabajo se realizó sobre dos poblaciones de adolescentes, una del interior de la

provincia de Buenos Aires (Población I), y la otra de Capital Federal (Población ll).

Población I: fue seleccionada y estudiada previamente por Porto y col. 19Se interrogó

a 934 adolescentes de un colegio secundario de una población del interior (Chacabuco,

provincia de Buenos Aires). Todos ellos manifestaron su acuerdo en participar mediante un

consentimiento escrito firmado por sus padres. El diseño del estudio y el consentimiento

informado fueron aprobados por el Comité de Ética del Instituto A. Lanari. Los sujetos

completaron un cuestionario que incluía historia clínica, actividad física, medicación y hábitos

en su estilo de vida. La presión sanguínea en reposo fue medida tres veces a cada individuo.

Basados en la presión en reposo normalizada como Z score de acuerdo al sexo y la edad

utilizando las tablas de Ia USA Task Force, se seleccionaron 220 adolescentes que tenían

niveles de la presión arterial sistólica / diastólica mayores al percentilo 80 y menores al

percentilo 20. De estos adolescentes, 175 completaron el estudio: dos medidas adicionales

de presión en días diferentes, análisis bioquímicos y genotipificación. Aquellos adolescentes

que tenían un promedio de la presión arterial sistólica / diastólica mayor al pecentilo 95, y sin

causas de hipertensión secundaria fueron considerados como hipertensos esenciales; 54

individuos cumplían con estos criterios. Los 121 adolescentes restantes se consideraron

normotensos.19

EI índice de masa corporal (BMI) fue calculado como el peso en kg dividido por el

cuadrado de la altura en m (kg/m2). 19

Análisis bioquímicos: se obtuvieron muestras de sangre en ayunas, y utilizando

técnicas de laboratorio de rutina se dosaron las concentraciones de glucosa, insulina,

colesterol total, colesterol HDL y LDLy triglicéridos. (Tabla 1)1g
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Tabla 1. Caracteristicas clínicas de adolescentes normotensos e hipertensos de Ia Población I. 19

No(;ïm=ot1ezn1síos Hlpregtesngos Valor de p

Edad (años) 15 i 2 15 i 2 NS

Sexo (F/M) 71 /50 22/32 NS

Presión sistólica (Score Z) -0.17 i 1.07 2.72 i 1.11 0.00001

Presión diastólica (Score Z) -0.37 i 0.75 0.77 i 0.79 0.00001

Presión Pulso (mm Hg) 47 i 9 65 i 12 0.00001

Índice de Masa Corporal (kg/m2) 22 i 3 25 i 5 0.0001

Relación cintura/cadera 0.80 -l_-0.05 0.82 i 0.06 0.05

Triglicéridos (mg/dl) 89 i 47 103 i 59 0.04

Colesterol Total (mg/dl) 157 i 28 162 i 27 NS

LDL colesterol (mg/dl) 90 ¿r23 96 ¿r24 NS

HDL colesterol (mg/dl) 50 ¿r10 46 i 8 0.02

Aldosterona plasmática (ng/L) 93 i 64 85 i 51 NS

Actividad de Renina plasmática 1.2 ¿r2.5 1.4 i 2.8 NS
(ng Ang I/mI/h)

Insulina plasmática (uU/ml) 11 i 5 15 i 10 0.001

Glucosa plasmática (mg/dl) 89 i 7 89 i 7 NS

Relación Insulina/glucosa 0.12 i 0.05 0.17 i 0.10 0.001

Los resultados están expresados como Media i DS. p indica el nivel de significacia de
acuerdo al test U-Mann-Whitney. NS significa No Significativo (p > 0.05).

En muestras de suero se dosó el cortisol por Radioinmunoensayo (DPC).

Población II: 112 adolescentes de Capital Federal participaron de este estudio con el

consentimiento escrito de los padres.

Análisis bioquímicos: en muestras de sangre en ayunas, y utilizando

técnicas de laboratorio de rutina se dosaron las concentraciones de glucosa, insulina,
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colesterol total, colesterol HDL y LDLy triglicéridos. Con las concentraciones de glucosa e

insulina se calculó el índice HOMA (HOMA = Insulinemia (uU/ml) x glucemia (mmoI/L) /

22.5).

Se midió la presión arterial y se normalizó como Z score de acuerdo a la

altura, el sexo y la edad utilizando las tablas de la USA Task Force. Para ello se diseñó una

planilla de cálculo que con los datos de sexo, edad y altura devuelve el valor de Z score

(Excel 2000, Microsoft).

Se calculó el Índice de Masa Corporal (BMI)como el peso en kg dividido

por el cuadrado de la altura en m (kg/m2). El BMI se normalizó como Z score (Z-BMI)

ajustando por edad y sexo según las tablas de la USA Task Force. Se consideró a los

adolescentes obesos a aquellos con un BMImayor al percentilo 95. (Tabla 2)

Tabla 2. Características clínicas de adolescentes no obesos y obesos de la Población Il.

N8]23.283,3 ¿[16288) Valor de p

Edad (años) 12.1 i 1.5 11.1 i 1.7 0.0004

Sexo (F/M) 21 /31 30/30 NS

Presión sistólica (Score Z) -0.59 i 0.77 0.19 i 0.99 0.00001

Presión diastólica (Score Z) 0.27 i 0.51 0,51 i 0,84 NS

Índice de Masa Corporal Z (Z-BMI) 0.39 i 1.05 2.18 i 0.27 0.00001

Cintura (cm) 68.0 i 7.2 86.5 i 9.9 0.00001

Triglicéridos (mg/dl) 96 i 48 102 i 58 NS

Colesterol Total (mg/dl) 174 ¿r32 164 i 32 NS

LDLcolesterol (mg/dl) 108 i 29 105 i 29 NS

HDLcolesterol (mg/dl) 49.2 i 10.8 42.2 i 10.2 0.0003

Insulina plasmática (uU/ml) 12.2 ir 6.6 18.6 i 11.3 0.0007

Glucosa plasmática (mg/dl) 89 i 6 85 i 7 0.0002

HOMA 2.7 .t 1.5 3.9 i 2.3 0.003

Los resultados están expresados como Media ¿r DS. p indica el nivel de significacia de

acuerdo al test U-Mann-Whitney. NS significa No Significativo (p > 0.05).
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Genotigificación de CYP3A5

Se estudiaron 287 muestras de ADN genómico extraído de leucocitos de sangre

periférica de las 2 poblaciones estudiadas. La extracción de ADN se realizó por Ia técnica

utilizada por Porto y col.19

Por las bajas frecuencias alélicas de las demás variantes ya descriptas por otros

autores en la bibliografía, enfocamos el estudio en el screening de las variantes alélicas

CYP3A5*1 y CYP3A5*3 utilizando la técnica de PCR-RFLP descripta por Van Schaik y col 9

con algunas modificaciones.

Para la genotlpificación de CYP3A5 se realizó el ensayo de mismatch PCR-RFLP

basado en la creación de un sitio de corte para la enzima de restricción Sspl utilizando un

mismatch en uno de los primers. En la Figura 3A se observa la secuencia de los primers F y

R, que hibridizan con el gen CYP3A5 (Gen Bank Accession Number: AC005020), y que por

PCR generan un producto amplificado de 293 bp. El primer R posee un mismatch cerca de

su extremo 3' de manera que introduce un sitio de corte para Sspl cuando una adenina en la

posición del SNP 6986 está presente (g.6986A, CYP3A5*1), incorporándose una T en el

primer sitio de extensión de este primer. Por el contrario, si una guanina está presente en el

SNP 6986 (g.6986G, CYP3A5*3), Ia incorporación de una C a la extensión del primer R, no

genera el sitio de corte para Sspl. EI producto amplificado de 293 bp contiene un sitio

constitutivo de corte para Ia enzima Sspl y un segundo sitio de corte polimórfico que se

creará en caso de que se esté en presencia del alelo CYP3A5*1 (Figura 3B). De esta

manera, la variante alélica CYP3A5*1 presenta 2 sitios de corte para Sspl, generándose 3

fragmentos luego de la digestión del producto amplificado con la mencionada enzima: 148

bp, 125 bp y 20 bp de longitud. En cambio, la variante alélica CYP3A5*3 presenta 1 sólo sitio

de corte para Sspl que generará 2 fragmentos, 168 bp y 125 bp.

Para 25 pl de PCR se utilizaron: aproximadamente 100 ng de ADN genómico, 2.0 mM

de MgClz, buffer 1X, 0.64 nmoles/ml de cada primer F y R, 0.5 mM de cada desoxi

nucleótido trifosfato. Luego de cubrir cada tubo de reacción con 20 pl de aceite mineral, se

realizó una PCR hot start (Robocycler 96 thermal cycler): una vez que los tubos alcanzaran

la temperatura de 94°C durante 1 min, se les agregó a cada uno de ellos 0.2 ul de Taq

polimerasa (provista por el Instituto Leloir). Como controles se utilizaron, un control negativo

sin muestra de ADN y uno positivo con muestra de ADN provista gentilmente por Van

Schaik9 cuyo genotipo era heterocigota para el SNP (CYP3A5*1/CYP3A5*3). Las

condiciones de la PCR fueron las siguientes: 33 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 53°C y 1 min
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a 72°C, finalizando con una extensión de 5 min a 72°C. Se verificó la amplificación del

producto de 293 bp en cada muestra realizando una electroforesis en agarosa al 2% en

buffer Tris-Borato-EDTA (TBE), tiñiendo con bromuro de etidio y visualizando bajo luz UV

(Figura 4 calle 2).

Digestión del producto amplificado: 10 pl del producto de PCR fueron digeridos con

0.8 U de Sspl (Amersham Biosciences) en un volumen final de 15 ul, incubándose a 37°C

durante 18 hs (over nigth). El análisis de la digestión se realizó por electroforesis en agarosa

al 3% en buffer TBE. La visualización de los fragmento presentes en cada muestra se realizó

por tinción con bromuro de etidio y bajo luz UV (Figura 4). De esta manera se determinó el

genotipo de cada muestra: (*1/*1) = 3 fragmentos de 148 bp, 125 bp y 20 bp; (*1/*3) = 4

fragmentos de 168 bp, 148 bp, 125 bp y 20 bp; y (*3/*3)= 2 fragmentos de 168 bp y 125 bp.

Por las condiciones del ensayo el fragmento de 20 bp no se visualiza, pero igualmente se

puede realizar la genotipificación con la visualización de los otros fragmentos.

Análisis estadístico

Los datos cuantitativos fueron analizados con el test U-Mann Whitney o T-test y los

resultados expresados como Media i DS. Las frecuencias de los genotipos fueron

analizadas por el test de Chiz. En todos los casos se utilizóel programa Statistica 6.0.
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a. Secuencia de los primers para Ia genotipificación de CYP3A5 por PCR-RFLP.

EI mismatch con la secuencia de CYP3A5 (Gen Bank N°: AC 005020) está

subrayado.

Primer F: 5'- CATGACTTAAGTAGACAGATGAC - 3'

Primer R: 5'- GGTCCAAACAGGGAAGAAATA - 3'

b. Esquema con Ia posición relativa de los primers, los sitios de corte para la

enzima de restricción Sspl, y los fragmentos a obtener según el alelo de

CYP3A5.

g.6986A>G

5' ' 3 // exón4 3'

|--> 293bp 4-—1F R

125 bp T 148 bp T20 bp

SspI SspI
Alelo *3 o *1 Alelo *1

CYP3A5*3: 168 bp y 125 bp

CYP3AS*1: 148 bp, 125 bp y 20 bp
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Figura 4. Imagen invertida de un gel de agarosa 3% mostrando las
variantes alélicas de CYP3A5 analizadas por PCR-RFLP.12345

500bp_ ,4.
400 bp _._.

300bp ___ m ____293bp

200bp__. ’ _ 168bp
—--148bp' w- á- -- 125bo

100 bp ___

1. 100 bp DNA Iadder
2. Producto de PCR sin digerir
3. Genotipo CYP3A5*3/CYP3A5*3
4. Genotipo CYP3A5*1/CYP3A5*3
5. Genotipo CYP3A5*1/CYP3A5*1
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RESULTADOS

Como ya hemos mencionado, las dos poblaciones de adolescentes estudiadas

mostraron componentes del Síndrome Metabólico, como hipertensión y obesidad entre otros

(tablas 1 y 2).

La frecuencia alélica y genotípica en la población l se observa en la Tabla 3.

Tabla 3.

Frecuencia Genotípica (%) Frecuencia alélica

*1 /*1 *1 /*3 *3 / *3 CYP3A5*1 CYP3A5*3

N°rm°tens°s 2.5 17.4 80.2 0.112 0.888
(n = 121)

“¡pertenws o 13.0 87.0 0.065 0.935
(n = 54)

Las frecuencias alélicas resultantes se encuentra en equilibriode Hardy-Weinberg.

De acuerdo con el test de Chi2 no se encontraron diferencias significativas en las

frecuencias genotípicas y alélicas entre los adolescentes normotensos e hipertensos. Por lo

tanto, no se encontró asociación entre algún alelo o genotipo de CYP3A5 y Ia hipertensión.

Debido a que el genotipo homocigota para CYP3A5*1 y el heterocigota presentan

actividad de CYP3A5, se estima que en la población argentina el 80.2% no presenta

actividad de esta enzima.

La población l mostró otros factores de riesgo como un mayor BMI, mayor relación

cadera/cintura, elevado nivel de triglicéridos e incipiente insulino resistencia, todas

características clínicas del Síndrome Metabólico. Es por esto que nos interesó clasificar a

esta población en obesos y no obesos según el BMI,tomando al percentilo mayor del 95%

como obesos. Considerando el modelo dominante de expresión de CYP3A5 se obtuvieron

los resultados que se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Genotipo de CYP3A5en adolescentes obesos y no obesos de la Población l.

No obesos Obesos

*1/*3 + *1/*1 (n = 31) 31 0

*3/*3 (n =144) 127 17

Las frecuencias genotípicas de CYP3A5 entre Obesos y No Obesos de la población I

son significativamente diferentes (Chiz, p<0.05). Todos los adolescentes con genotipos de

expresión de CYP3A5 (*1/*3 + *1/*1, n = 31) fueron adolescentes No Obesos, y todos los

adolescentes Obesos (n = 17) fueron genotipo CYP3A5 *3/*3.

Como mencionamos anteriormente, la isoenzima CYP3A5 participa en el metabolismo

del cortisol, y como éste está implicado como mediador patofisiológico de la obesidad

idiopática, dosamos cortisol sérico en esta población. Los resultados del dosaje del cortisol

se muestran en la figura 5.

30- 30"
e p =NS e p= NS-o '0
3, 25- a, 25"
EL El

.3 2°" .3 2°‘
3 15- ‘8 15
6 s
o o
O 5_ O 5

No Obesos Obesos *1/*1 + *1/*3 *3/*3
(N=158) (N=17) (N=31) (N=144)

Genotioo CYP3A5

Figura 5. Niveles de cortisol sérico (Media :l:DS) en los adolescentes obesos y

no obesos, y agrupados según el genotipo de CYP3A5.

p indica el nivel de significacia de acuerdo al t-test. NS significa No Significativo (p > 0.05).

No se encontraron diferencias en el cortisol sérico entre los individuos clasificados

según la obesidad o el genotipo de CYP3A5.
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Habiendo encontrado en la población I una asociación entre el genotipo CYP3A5*3

homocigota y la obesidad, quisimos confirmar este hallazgo en la población II. En la tabla 6

se muestran las frecuencias alélicas y genotípicas de Ia población II.

Tabla 6. Frecuencia alélica y genotípica de CYP3A5 en la población Il.

Frecuencia Genotípica (%) Frecuencia alélica

*1 /*1 *1 /*3 *3 / *3 CYP3A5*1 CYP3A5*3

N° Obes°s 1.9 13.5 84.6 0.087 0.913
(n = 52)

Obes°s o 16.7 83.3 0.083 0.917
(n = 60)

Las frecuencias alélicas resultantes se encuentra en equilibriode Hardy-Weinberg.
En la tabla 7 se muestran los resultados considerando el modelo dominante de

expresión de CYP3A5.

Tabla 7.

No obesos Obesos

*1/*3 + *1/*1 (n = 18) 8 10

*3/*3 (n =94) 44 50

No se encontraron diferencias significativas entre algún genotipo de CYP3A5 y los

adolescentes obesos y no obesos de la población II (Chiz, p>0.05). Por lo tanto, en la

población ll no se encontró asociación alguna entre algún genotipo de CYP3A5 y Ia
obesidad.
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DISCUSIÓN

En el screening de las variantes alélicas de CYP3A5 en los 121 adolescentes

normotensos de la población l encontramos al alelo CYP3A5*3abundantemente presente,

con una frecuencia alélica de 88.8%. En Ia tabla 8 se muestran las frecuencias alélicas en

otros grupos étnicos presentadas en otros trabajos.

Tabla 8. Frecuencia alélica de CYP3A5*1y *3 en distintas poblaciones

Población Individuos estudiados Frec. alélica Frec. alélica
Referencia

(n) CYP3A5*1 (%) CYP3A5*3 (%)

Resultados de
Argentina 121 11.2 88.8 _

este trabajo

100 Gran Bretaña 6.0 94.0 24

500 Holanda 7.2 91.7 9

Caucas'ca 183 Alemania-Suiza 4.9 95.1 6

437 EEUU 9.3 90.7 25

27 EEUU 15.0 85.0 4

20 45.0 48.0 4

Afroamericana 38 65.0 34.0 25

89 70.0 30.0 11

45-50 73.0 27.0 6

200 23.3 76.7 26

Japonesa 187 24.1 75.9 27
45-50 29.0 71.0 6

270 27.0 73.0 28

Chma 108 25.0 76.0 5

45-50 27.0 73.0 6

Coreana 45-50 30.0 70.0 6

Malaya 98 39.0 61.0 5

india 90 41.0 59.0 5
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Como era de esperar, se puede observar que la frecuencia alélica encontrada en la

población argentina está de acuerdo con la reportada en población caucásica.

Trabajos previos sugieren que solo los individuos con al menos un alelo CYP3A5*1

expresan gran cantidad de proteína CYP3A5.4Van Schaik y col 9 estiman que el 83% de los

Caucásicos Holandeses no poseen actividad enzimática de CYP3A5. Nuestros resultados

muestran por primera vez, que en una población argentina adolescente, aproximadamente el

80% presenta el genotipo CYP3A5*3homocigota, que no posee actividad de la mencionada

enzima. Dada la variabilidad en la expresión de CYP3A, y al amplio espectro de drogas

metabolizadas por ésta, la genotipificación de CYP3A5 podría permitir optimizar Ia

farmacoterapia de distintos pacientes. En nuestra población, aproximadamente el 20%

presenta al menos un alelo CYP3A5*1que se asocia a la expresión de esta isoenzima. Este

tipo de análisis también posibilitaria un mejor entendimiento del metabolismo de mediadores

endógenos que pueden jugar un papel importante en la fisiopatología de distintas
enfermedades.

A pesar de que en un estudio reciente de Givens y col11 realizado en adultos

afroamericanos, agrupados según el SNP g.6986A>G de CYP3A5, encontraron diferencias

significativas en relación a la presión arterial sistólica, presión arterial media y clearence de

cretinina, nuestros resultados en población adolescente no mostraron una asociación de

algún genotipo o alelo de CYP3A5 con hipertensión. Hay que destacar que en la población

afroamericana, donde los homocigotas de CYP3A5*1tuvieron mayor presión arterial sistólica

que los homocigotas de CYP3A5*3, el alelo CYP3A5*1 presenta una frecuencia alélica

mucha más alta que la de población Caucásica (45-73% en afroamericanos vs. 5-15% en

caucásicos).

Resultó interesante la asociación encontrada en la población l entre los adolescentes

obesos (N=17) y el genotipo de ausencia o baja expresión de CYP3A5 (*3/*3).Basados en

nuestros datos hipotetizamos que en estos individuos, la no expresión de CYP3A5, haría

que el cortisol no sea hidroxilado, con Io que se esperaría tener niveles de cortisol elevados.

Esto explicaría la asociación encontrada, ya que se sabe que tanto el volumen como la

distribución de las grasas en el cuerpo está influenciado por hormonas esteroideas, más

aún, es sabido que los glucocorticoides estimulan la lipogénesis e inhiben la Iipólisis,y que el

cortisol está implicado como mediador patofisiológico de la obesidad idiopática?“ 29 Sin

embargo, nuestros resultados no mostraron una asociación entre los niveles séricos de

cortisol y algún genotipo o alelo de CYP3A5 o la obesidad. Teniendo en cuenta que el

catabolismo de los glucocorticoides, que convierte a la hormona biológicamente activa a las
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formas inactivas, ocurre principalmente en hígado; que las vías de metabolización son a

través de reacciones de reducción, oxidación, hidroxilación y conjugación, y que la oxidación

reversible de cortisoi a cortisona por Ia 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y la reducción

del cortisol o cortisona por las 5a- y SB-reductasas, son las rutas más importantes del

metabolismo del cortisoi in vivo, la GB-hidroxilación de cortisoi, en la cual participan las

enzimas CYP3A5, sería entonces de menor importancia respecto a las mencionadas

anteriormente, lo que explicaría nuestro resultados’ 3° Quizás, a nivel local de los tejidos,

como Io es en el riñón8 , la GB-hidroxilaciónadquiera más importancia.

Este hallazgo de Ia asociación entre la obesidad y el genotipo CYP3A5*3 homocigota

no fue observado al estudiar la población II. Un posible motivo de esta discordancia es que

el número de individuos obesos de la población l (N=17) fue bajo para tener peso

estadístico. AI aumentar el tamaño de la muestra, y realizar el estudio en 60 adolescentes

obesos de la población II, no encontramos asociación de algún genotipo o alelo de CYP3A5

con la obesidad. También podríamos sugerir que las 2 poblaciones, una del interior de

Buenos Aires y la otra de Capital Federal, están expuestas a distintos medios ambientes

(dieta, actividad física, etc.) , que son importantes en la expresión fenotípíca de los

componentes del Síndrome Metabólico.
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Conclusiones

Las frecuencias alélicas y genotípicas de las variantes alélicas de CYP3A5 en la

población argentina estudiada concuerdan con la de Ia población caucásica. Se estima que

aproximadamente el 80% de nuestra población tiene niveles de expresión de CYP3A5 muy

bajos o indetectables. La genotipificación de CYP3A5 permitiría optimizar Ia farmacoterapia

de drogas metabolizadas por esta isoenzima, y posibilitaría un mejor entendimiento del

metabolismo de mediadores endógenos que pueden jugar un papel importante en Ia

fisiopatología de distintas enfermedades.

En la población adolescente estudiada no se encontró asociación entre Ia hipertensión

con algún genotipo o aIeIo de CYP3A5.

EI hallazgo de Ia asociación entre Ia obesidad y el genotipo homocigota de Ia variante

CYP3A5*3en una población con un número pequeño de obesos no pudo ser reproducida en

otra de origen geográfico diferente. Se necesitaría repetir el estudio con un número mayor de

individuos para asegurar una conclusión final. Por ahora podemos concluir que nuestros

resultados muestran que el genotipo de CYP3A5 no participaría en Ia hipertensión o Ia

obesidad como componentes del desarrollo del Síndrome Metabólico.

ML
. ARLOS J. PIROLA

JEFE CARDIOLOGIA MOLECULAR

INST. lNVEST MEDlCAS A. LANARI
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