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IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO GENETICO DE
LA GLUTATION=S-TRANSFERASA P1 EN UNA
POBLACION DEL SUROCCIDENTE COLOMBIANO

Aleyda Maritza Acosta, Silvio Marino Carvajal+,
Luz Stella Hoyos*, Carlos Herndn Sierra

RESUMEN

Los genes de la familia de las Glutation S-trav.sferasas juegan un papel importante en el- metabolismo de sustancias
genotdxicas. La Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) pertenece a esta familia de genes y tiene una variante polimorfica en
el codon 105 que sustituye Isoleucina por Valina originando cambios en la funcidn enzimdtica. En este trabajo se estandarizo
una técnica de PCR-RFLP para identificar el polimorfismo genético de GSTPI-I105V en 90 personas del Sur-Occidente
Colombiano. La frecuencia del genotipo mutante GSTP1-I105V fue del 62,2%. Las frecuencias genotipicas observadas no
difieren significativamente de las esperadas, asumiendo apareamiento aleatorio y ausencia de factores evolutivos; no
obstante, se observa una ligera presion selectiva en contra de los individuos con genotipo homocigdtico mutante.

Palabras clave: glutation S-transferasa P1 (GSTP1), reaccién en cadena de la polimerasa (RCP), epidemiologia molecular,
metabolismo de xenobidticos.

ABSTRACT

The Glutathion S-transferase genes play an important role in the metabolism of genotoxic compounds. Glutathione S-
transferase P1 (GSTP1) gene belongs to this family and has a polymorphic variant at codon 105 has been identified the
mutant causes a substitution from Isoleucine to Valine and consequently it produced changes in the enzymatic function. In
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this research we standardized a PCR-RFLP technigue to identify the genetic polymorphism of GSTPI-1105V in 90 people
of the Colombian southwest. The frequency of mutant genotype GSTPI-I1 05V was 62.2%. The observed genotype frequencies
were not significantly different from the expected frequencies, assuming random matching and lack of evolutionary factors;
nevertheless, a slight selective pressure was observed against the individuals with the homozygous mutant genotype.

Key words: Glutathione S-transferase P1 (GSTP1), polymerase chain reaction (PCR), molecular epidemiology, xenobiotic

metabolism.
INTRODUCCION

La exposicién a agentes genotdxicos y la variabilidad
genética son factores determinantes en el desarrollo de en-
fermedades ambientales como el cancer.(1) Los genes del
metabolismo cumplen una funcién muy importante en la
biotransformacién de compuestos téxicos exdgenos
(xenobidticos) y enddgenos. El proceso consiste en con-
vertir un xenobidtico no polar (insoluble en agua) en un
compuesto soluble en agua que sea facilmente eliminado
del organismo, generalmente en la orina.(2)

La biotransformacién de compuestos t6xicos se agrupa en
dos fases. En la fase I, se presentan reacciones de oxida-
cién, volviendo mas hidréfilo al xenobidtico y activando
sus grupos funcionales para facilitar reacciones secunda-
rias; esto también se logra adicionando nuevos grupos fun-
cionales como hidroxilo, amino y carboxilo, entre otros.
En la fase II, se presentan reacciones de conjugacién don-
de se adiciona un grupo polar a los grupos funcionales del
metabolito, dando como resultado un incremento de su
solubilidad en el agua para ser finalmente excretado.(3)

La fase II de detoxificacion es de vital importancia en el
mantenimiento de la salud porque protege a la célula con-
tra numerosos agentes toxicos que se encuentran en el am-
biente.(4) Los polimorfismos genéticos en las cnzimas que
participan en la detoxificacién celular han sido ampliamente
estudiados en muchos grupos étnicos para establecer su
importancia en el desarrollo de enfermedades por exposi-
cion ambiental.(5) Lo anterior permite identificar indivi-
duos y poblaciones mas susceptibles a desarrollar proble-
mas de salud por exposicion a agentes genotoxicos. La
superfamilia del gen de la Glutation S-transferasa (GST)
representa el mayor grupo de enzimas de detoxificacion,
catalizando la conjugacién del glutation con sustratos
electrofilicos incluyendo sustancias carcinbgenas.(6)

La GSTP1 pertenece a esta superfamilia de genes y tiene
un polimorfismo en el codén 105 donde una transicidén A/
G cambia Isoleucina por Valina, provocando diferencias
en la afinidad de unién a los sustratos y en su actividad
catalitica.(7,8) La GSTP1 metaboliza una gran variedad
de carcinégenos potenciales, incluyendo quimicos deri-

vados del humo de! cigarrillo tales como el benzo(a)pireno
diol epéxido y acroleina.(9) Varios estudios poblacionales
han demostrado que existe una relacion entre el
polimorfismo GSTP1-1105V y susceptibilidad a desarro-
llar cancer de seno, pulmon, cerebro, eséfago, y vejiga y
testiculo.(10-14)

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un procedi-
miento para identificar el polimorfismo genético de
GSTP1-I105V, utilizando las técnicas de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y el Polimorfismo de Ia
Longitud en los Fragmentos de Restriccién (RFLP). Ade-
més, se describe la frecuencia de distribucidn del
polimorfismo genético de GSTP1-1105V en una pobla-
ci6én del Sur-Occidente Colombiano y su analisis compa-
rativo con las frecuencias del mismo gen encontradas en
otras poblaciones. Esta técnica mejorara el desarrollo
investigativo por cuanto permite conocer molecularmente
la variabilidad genética de GSTP1 que existe entre indi-
viduos y poblaciones, para relacionarlas con efectos bio-
l6gicos y potenciales problemas de salud.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de muestras

Un total de 90 muestras de ADN gendmico, pertenecientes
3 hombres del sur-occidente colombiano, fueron seleccio-
nadas al azar de un banco de ADN previamente estableci-
do en un estudio realizado por Hoyos, et al.15 Este banco
de ADN posee muestras de consumidores de drogas
psicoactivas que se encontraban en proceso de rehabilita-
cién en la Fundacién SHADAI y de un grapo control no
consumidor seleccionado de instituciones locales (Policia,
ejercito, colegios y universidad). En resumen, los procedi-
mientos para la obtencién de muestras consistieron en la
obtencién del consentimiento informado de los posibles
participantes, la toma de una muestra de sangte de 20 mL
por venopuncién con jeringas heparinizadas, y la extrac-
cion de ADN de linfocitos humanos por el método de
"salting out", el cual fue resuspendido en 200 L de buffer
Tris-EDTA (pH 8.2) y almacenado a -20°C para su poste-
tior uso.16 Todos los procedimientos de la investigacion
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se realizaron teniendo en cuenta los principios bioéticos
establecidos en la Declaracion de Helsinki.(17)

Reactivos

Los primers utilizados para el gen GSTP1 fueron sintetiza-
dos por Sigma-Genosys (The Woodlands, TX, USA), la
Taq polimerasa provenia de Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA), la Nusieve Agarosa de Fisher Scientific
(Houston, TX, USA) y la enzima de restriccion BsmAl de
New England BioLabs (Beverly, MA, USA). Otros reactivos
fueron adquiridos de casas comerciales como Sigma y
Promega, quienes elaboran productos de alta calidad para
optimizar las reacciones bioldgicas y quimicas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR para GSTP1 descrita en este articulo es una modi-
ficacién de un protocolo realizado previamente.(18) El vo-
lumen total de la reacciéon de PCR para cada muestra de
ADN fue de 25yL. La mezcla contenia 0,4p1g de ADN
gendmico, 10 pmol de cada uno de los primers GSTP1-
1105V (5'-CTC TAT GGG AAG GAC CAG CAG GAG-3
y 5'-“CAA GCC ACC TGA GGG GTAAGG-3"), 200 M de
cada ANTP, Buffer 10X para PCR, 1,5 mM de MgCI2 y 0,5
unidades de Taq polimerasa. Se realizé master mix para la
mayoria de las muestras de ADN. La reaccién de PCR se
llevo a cabo en un termociclador Gene AMP PCR System
2700 (Applied Biosystems) y después de una denaturacién
inicial de 95°C por 10 minutos, el DNA fue amplificado
por 35 ciclos, asi: 95°C por 40 segundos para la
denaturacion, 63°C por 45 segundos para el alineamiento y
72°C por 1 minuto para la extension. Un paso final de ex-
tensién de 72°C por 10 minutos finalizo el proceso de la
PCR. Para verificar las condiciones de la amplificacién, se
analizaron 13y L del producto de PCR mediante
electroforesis con 3% de Nusive Agarosa, Bromuro de etidio
(10 mg/mL) y TBE 0,5X a 80 Voltios durante 45 minutos.
La presencia de una banda a 193 pb ante una lampara de
luz ultra~violeta confirmé la amplificacién del gen.

Polimorfismo de longitud de fragmentes de
restriccién (RFLP)

Para determinar el polimorfismo de GSTP1, 12 1 L del pro-

ducto amplificado fueron digeridos con 13 L (5 unidades)
de la enzima de restriccion BsmAl (Bacillus
stearothermophilus), 3L de IxXNEB2 y 0,2 L de BSA du-

rante 14 horas a 55°C. Este procedimiento también se rea-
liz6 usando master mix. El producto digerido fue analizado

R SRR T

por electroforesis en 3% de Nusive Agarosa y Bromuro de
Etidio (10 mg/mL), TBE 0,5X a 80 voltios durante 45 mi-
nutos. El polimorfismo GSTP1-I105V tiene un sitio de corte
para la enzima de restriccion BsmAl, formando tres
genotipos: el genotipo homocigoto normal I/T a 193 pb, el
genotipo heterocigoto I/V con tres bandas a 193, 110 y 88
pb, y el genotipo homocigoto mutante V/V con dos bandas
a 110y 88 pb.

Andélisis estadistico

Las frecuencias del gen GSTP1-I105V fueron analizadas
como variables dicotémicas (I/T y I/'V + V/V). La prueba
de similitud entre las frecuencias encontradas en este estu-
dio y las frecuencias de otras poblaciones se hizo con base
en ¢l intervalo de confianza (IC) del 95% (p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La estandarizacién del protocolo para identificar el
polimorfismo genético de GSTP1-1105V mostré una clara
separacion de bandas, acorde con los pesos moleculares es-
perados, asi: para el polimorfismo GSTP1-1105V hay una
banda a 193 pb que corresponde al genotipo homocigoto
silvestre (Ile/Ile), dos bandas de 110 pb y 83 pb para el
genotipo homocigoto mutante (Val/Val), y tres bandas de 193
pb, 110 pb y 83 pb para el genotipo heterocigoto (Ile/Val).

Durante los ensayos existieron diferencias en la nitidez de
las bandas entre las muestras de estudio, posiblemente cau-
sado por la diferencia en la calidad del ADN extraido por
"salting out". Los mejores resultados se observaron al utili-
zar master mix, es decir, la mezcla de suficiente cantidad
de reactivos (excepto el ADN) para n muestras que luego
es dividido equitativamente en n tubos de PCR y se adicio-
na el ADN. De manera semejante se realizé6 master mix
para RFLP obteniendo excelentes resultados. La master mix
es un procedimiento que optimiza los resultados de la PCR
y RFLPs ya que asegura que la concentracion de los
reactivos es igual para todas las muestras, reduce tiempo,
costos y fuente de error en la manipulacién de los reactivos.

Para asegurarse de la reproducibilidad de la técnica se re-
pitid el procedimiento con varias muestras de ADN al azar,
y al compararlas no se presentd ninguna disparidad con las
observaciones iniciales. Al menos dos personas estuvieron
presentes en la lectura de las bandas para la identificacion
del polimorfismo de GSTP1-1105V. Inicialmente, se traba-
j6 conun volumen total de PCR de 50, L pero dada la efec-
tividad del procedimiento fue posible reducir el volumen
de la PCR a 254 L sin perder la calidad de las bandas.
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En la poblacién estudiada (n = 90), 34 individuos (37,8%)
presentaron el genotipo homocigoto sitvestre I/1, 49 (54,4%)
el genotipo heterocigoto 'V, y 7 (7,8%) el genotipo hornocigoto
mutante V/V. El genotipo mutante (I/V + V/V) se presento en
un 62,2% de la poblacion (n = 56). Con base en este ultimo
dato se puede estimar que en la poblacién del Sur-Occidente
Colombiano (representada por las muestras analizadas) el
genotipo mutante esta entre el 52 y el 72% (intervalo de con-
fianza del 95%), con un error estandar de 0,051.

Con base en las frecuencias genotipicas antes anotadas, se
calcularon las respectivas frecuencias alélicas, ast: 65% para
el alelo silvestre Iy 35% para el alelo mutante V. Asumiendo
apareamiento aleatorio y ausencia de factores evolutivos
(Equilibrio de Hardy-Weinberg), las frecuencias genotipicas
esperadas son: 38,025 individuos (42,25%}) con el genotipo
homocigotoe silvestre I/I, 40,95 individuos (45,5%) con ¢l
genotipo heterocigoto I/V, y 11,025 individuos {12,25%) con
el genotipo homocigoto mutante V/V. Mediante prueba de
Chi cuadrado se logra inferir que hay una leve presién selec-
tiva en contra del genotipo homocigético mutante (0,1>p >
0,05), observandose un nimero menor de individuos con este
genotipo que el esperado en el equilibrio de Hardy - Weinberg.
No obstante, dicha diferencia no alcanza a ser significativa a
nivel del 0,05.

La prueba de similitud (Tabla 1) indica que la frecuencia del
genotipo mutante (I/'V + V/V) reportada en este estudio no
difiere significativamente de las frecuencias encontradas en
otras poblaciones como la Euro-Americana, Afro-America-

na, Inglesa, Alemana, Australiana, Portuguesa, Hispanica,
Negra y Asiatica (p > 0,05). Estos resultados pueden ser in-
dicio de una cercania genética entre las poblaciones antes
mencionadas y la poblacién Colombiana de estudio. Sin em-
bargo, las frecuencias del genotipo mutante reportadas en
las poblaciones Noruega, Taiwanesa, Japonesa, Francesa,
Caucéasica e Italiana fueron significativamente menores a las
del presente estudio (p < 0,05). Cemo se indica en la figura
1, no se enconirarcn frecuencias del genotipo mutante que
pudieran ser significativamente mayores 2 las reportadas en
este estudio.

CONCLUSIONES

Las frecuencias genotipicas observadas no difieren
significativamente de las esperadas asumiendo aparearmien-
to aleatoric v ausencia de factores evolutivos; no obstante,
se observa una ligera presién selectiva en contra de los in-
dividuos con genotipe homocigotico mutante.

La técnica de identificacion del polimorfismo genético de
GSTP1-1105V podria constituirse en una herramienta im-
portante para determinar la asociacion entre la variabilidad
del gen vy el desarrollo de enfermedades por exposicion
ambiental. Cabe anotar que el tamafio de muestra del pre-
sente estudio es reducido v se debe inferir que las frecuen-
cias reportadas son preliminares, siendo necesario incre-
mentar el tamaflo muestral para confirmar las frecuencias
del genotipo mutante de GSTP1 en Colombia.

Poblacién ] GMAEE ¢ p Bibliografia
P. de Estudio 90 0,622 + 0,051 - - -
Noruega 297 0,485 + 0,029 2,33130 0,02% 19
Euro-Americana 287 0,580 + 0,029 0,71390 0,500 20
Afro-Americana 137 0,650 + 0,041 -0,42834 0,500 »
Taiwanesa 116 0,330 + 0,044 4,34399 0,001% ®
Japonesa 122 0,238 + 0,039 5,95549 0,001%* 1
Inglesa 178 0,540 + 0,037 1,29525 0,200 2
Francesa 211 0,310 + 0,032 518122 0,001% B
Alemana 64 0,500 + 0,063 1,51106 0,100 u
Australiana 292 0,610 + 0,029 0,20498 0,500 »
Finlandesa 482 0,447 + 0,023 3,13037 0,002 »
Portuguesa 141 0,567 + 0,042 0,83356 0,500 7
Hispanica 517 0,714+ 0,020 -1,67762 0,100 %
Negra 79 0,683 + 0,052 -0,83441 0,500 *®
Asitica 96 0,511 40,051 1,53625 0,100 »

GM: genotipo mutante I/V + V/V

EE: error estandar de las frecuencias obtenido mediante la férmula EE = \/pq/n

t: prueba t de student para comparar dos frectencias poblacionales mediante ta formula t = pypy /¥ (pigi/ini + p2q/mo)

p: probabilidad de error tipo I (prueba de significancia).

* Poblaciones que difieren significativamente de la frecuencia reportada en este estudio.



34

Rev. Fac. Cienc. Sarup. Unty. Cauca
Vor8 No.1 Marzo 2006

08000 =

o
@
8
=1

]

Frecuencia del genotipo mutante
2
8
o
1

o
o
8
S

1

Negra™

Hispanica =
Australiana =
Portuguesa ™

Euro-Americana =

Presente Estudio ™
Afro-Americana ™|

Inglesa™

Asigtica™

Alemana™

Poblaciones

Figura 1. Frecuencias del genotipo mutante

AGRADECIMIENTOS

A los Grupos de Investigacién en Toxicologia Genética y
Citogenética y Genética Humana Aplicada de la Universi-
dad del Cauca por el apoyo econdmico y logistico para la
gjecucion de este trabajo.

()

BIBLIOGRAFIA

Perera FP. Environment and cancer: who are sus-
ceptible? Science 1997;278:1068-1073.

Coles B, Ketterer B. The role of glutathione and
glutathione transferases in chemical carcinogenesis.
Crit Rev Biochem Mol Biol 1990,25:47-70.

Daly AK, Cholerton S, Armstrong M, Idle JR.
Genotyping for polymorphisms in xenobiotic
metabolism as a predictor of disease susceptibility.
Environ Health Perspect 1994;102 Suppl 9:55-61.
Hayes JD, Strange RC. Glutathione S-transferase
polymorphisms and their biclogical consequences.
Pharmacology 2000;61:154-160.

Vineis P, Malats M, Boffetta T. Chapter 1. Why
study metabolic susceptibility to cancer? JARC Sci
Publ 1999;1-3.

Lang M, Pelkonen 0. Chapter 3. Metabolism of
xenobiotics and chemical carcinogenesis. IJARC Sci
Publ 1999;148:13-22.

Board PG, Johnston PN, Ross VL, Webb GC,

10.

11.

12.

Noniega™
Caucasica ™|
Taiwanesa™

Haliana ™|
Francesa
Japonesa 1

Coggan M, Suzuki T. Molecular genetics of the
human glutathione S-transferase. Princess
Takamatsu Symp 1990;21:199-211.
Ali-Osman F, Akande O, Antoun G, Mao JX,
Buolamwini J. Molecular cloning, characterization,
and expression in Escherichia coli of full-length
c¢DNAs of three human glutathione S-transferase Pi
gene variants. Evidence for differential catalytic
activity of the encoded proteins. J Biol Chem:
1997;272:10004-10012.
Hayes JD, Pulford DJ. The glutathione S-
transferase supergene family: regulation of GST and
the contribution of the isoenzymes to cancer
chemoprotection and drug resistance. Crit Rev
Biochem Mol Biol 1995;30:445-600.
Egan KM, Cai Q, Shu X0, Jin F, Zhu TL, Dai Q,
et al. Genetic polymorphisms in GSTM1, GSTP1,
and GSTT1 and the risk for breast cancer: results
from the Shanghai Breast Cancer Study and meta-
analysis. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev
2004;13:197-204.
Miller DP, Neuberg D, de V, I, Wain JC, Lynch
TJ, Sul, er al. Smoking and the risk of lung cancer:
susceptibility with GSTP1 polymorphisms.
Epidemiology 2003;14:545-551.
De Roos AJ, Rothman N, Inskip PD, Linet MS,
Shapiro WR, Selker RG, er al. Genetic
polymorphisms in GSTM1, -P1, -T1, and CYP2E1
and the risk of adult brain tumors. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev 2003;12:14-22.



Rev. Fac. Cienc. SaLup. Untv. Cauca
VoL8 No.1 Marzo 2006 35

13.  van Lieshout EM, Roelofs HIV, Deklker S, I
CJ, Wobbes T, Jansen JB, ef af. Polymorphic
expression of the glutathione S-transferase P1 gene 22.
and its susceptibility to Barrett's esophagus and
esophageal carcinoma. Cancer Res 1999;59:586-589.

14.  Harries LW, Stubbins ViJ, Forman D, Howard GC,

Wolf CR. Identification of genetic polymorphisms

ok e MK,
hisms in S Pi GSTI\/l
ceptibiiity to Colorectal
miol Biomarkers Prev

at the glutathione S-transferase Pi locus and 23. , Gallou C, Mejean
association with susceptibility {o bla dd , testicular uvier R, ef ¢l. Candidate
and prostate cancer. Alcofiol Clin Exp Res iers of individual susceptibility to

1997;18:641-644.

15.  Hoyos, L. S., Carvajal, S., and Sierra-Torres, C. FL
Evaluacion del efecto genotdxico v citotdxico de las
drogas psicoactivas en el departamento del Cauca. 24.
1-70. 2001. Popayan, Colombia, Grupo de Investi-

ccinoma: a study of polymorphic human

8901'21‘T§E SnZyIires. Cancer Res

4

§ @i;ﬁwﬂpc Wi, Breehlin AM,
Welte K. Polymorphisms within

‘9\,

1y

gacion en Toxicologia Genética y Citogenéiica, Ref glutathione 3-transferase genes (GSTMI, GSTTI,

Type: Report GETPI) sk of relapse in childhood B-cell pre-
16.  Miller SA, Dykes DD, Polesky HF A simple salting curs ymphoblastic leukemia: a case-con-

out procedure for extracting DINA from hhman g 7 2000; ”5 1222- 1228

nmucleated cells. chiezc H Res ‘908 16 15 25. DM, Chen X,

G Po]ymorphlsma at
ferase GSTM1, GSTT1 and

i of ovarian cancer by histological

ol Clin Exp Res 2001;22:67-72.

N, Ka M ja v,

17. World Medical Associa
declaration. Orv Hetil 1)65 ‘
18.  Harris MJ, Coggan M, Z_
Board PG. Polymorplism of
S-transferase in normal populatic
patients. Pharw zacog@nefzcs 19598
19. Ryberg D, Skaug V. Ln
Harries LW, \W@L CR, et
glutathione transferase Ml
significance for lung DN A add
risk. Alcohol Clin Exp Re
20. Watson MA, Stewart R, |
Bell DA. Human glutatl
polymorphisms: 16];9;1
activity and populati

£

@]

)
=
T
o B
i fret
s
)
o
N2
(@38

?1, and Tl
eptibility to

| Biomarkers

N3
-~

1.‘
=]

cohol Clin Exp Res 199 28. , Yera H,
21.  Kateh T, Kaneko S, { glutathione-

nd 1 on childhood lung
I Respir Crit Care Med

Tnatormi H, Ikemurs X, of al.
S-transferase P! ‘po‘ ]

ymorphism and
to smoking related epit






