. . ‘ '.) Check for updates
GACETA MEDICA DE MEXICO

ARTICULO DE REVISION

Oswaldo Heméandez-Gonzalez® Miguel E. Martinez-Lejja,® Victor A. Paz-Rodriguez® y Diana P. Portales-Pérez*

Laboratorio de Inmunologia y Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de San Luis Potosi, San Luis
Potosi, San Luis Potosi, México

Resumen

Las arilaminas N-acetiltransferasas NAT1 y NAT2 son enzimas principalmente conocidas por su participacion en la fase Il del
proceso de detoxificacion. Ambas enzimas se localizan en células inmunes y en diversos drganos como higado, intestino,
pulmdn y piel. Estudios recientes sugieren su posible papel en el proceso de carcinogénesis o metabolismo celular. La acti-
vidad catalitica por su alta influencia en la concentracion celular de su cofactor acetilcoenzima A puede participar en multiples
procesos celulares, dependiente de su concentracion citoplasmatica. Se realizé una busqueda en las bases de datos ENCODE
y PubMed para identificar informacion de interés sobre la epigenética de los promotores de NAT1 y NAT2, asi como reportes
sobre los posibles mecanismos implicados en las enfermedades de estudio. El efecto de NAT1 en el metabolismo del folato
ha llevado a proponerlo como un posible regulador epigenético.

ARNm. Epigenética. NAT1. NAT2. Polimorfismo.

Arylamines N-acetyltransferases 1 and 2: physiology, genetics and epigenetics

Abstract

Arylamine N-Acetyltransferases NAT1 and NATZ2 are enzymes mainly known for participating in phase Il of the detoxification
process. Both enzymes are present in various organs, such as the liver, intestine, lung, skin, and immune cells. Recent stud-
ies implicate its possible role in carcinogenesis or cell metabolism; The catalytic activity, representing a substantial influence
on the cellular concentration of its Acetyl Coenzyme A cofactor, can influence multiple cellular processes, depending on its
cytoplasmic concentration. A review was carried out in the databases ENCODE and PubMed to identify information of interest
on the epigenetics of NAT1 and NAT2 promoters and reports proposing the possible mechanisms involved in the diseases
under study. The effect of NAT1 on folate metabolism has led to it being proposed as a possible epigenetic regulator.
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|ntroducci6n

Las arilaminas N-acetiltransferasas (NAT) son
isoenzimas importantes para la biotransformacién de
farmacos y sustancias quimicas presentes en el am-
biente; sin embargo, también participan en el
metabolismo celular y en el desarrollo de cancer.'?
Ambas isoenzimas comparten una identidad de 81 %
en su secuencia de nucledtidos, lo cual representa
una similitud de 87 % en los aminodcidos. Las protei-
nas NAT se encuentran principalmente en el citosol y
se componen de 289 amino&cidos, con un peso mo-
lecular aproximado de 33 kDa.® A pesar del alto grado
de identidad en la secuencia, los genes de NAT1 y
NAT2 codifican isoenzimas con distintas especificida-
des de sustrato, distribucion en tejidos y niveles de
expresion durante el desarrollo. NAT1 se encuentra
distribuida en la mayoria de los tejidos y tipos celula-
res, y preferencialmente acetila sustratos como acido
paraaminobenzoico, acido p-aminosalicilico y p-ami-
nobenzoilglutamato (arilaminas de cadena alquilica
corta).* NAT2 se detecta predominantemente en el
higado, intestino delgado y colon, y metaboliza sus-
tratos como sulfametoxazol, isoniazida, procainamida
y dapsona (arilaminas lipofilicas).® Adicionalmente,
por resultados de nuestro grupo de trabajo se mues-
tra la presencia de NAT1 y NAT2 en linfocitos y mo-
nocitos humanos de sangre periférica de sujetos
aparentemente sanos y con tuberculosis.®

Polimorfismos y NAT

Ambas isoenzimas se caracterizan por presentar
mas de un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
en sus respectivos genes, lo cual influye en la actividad
de acetilaciéon. Los SNP de NAT1 estén asociados a
efectos menores en la funcion de la acetilacion, por lo
que se ha reportado una menor variabilidad interindi-
vidual que la que presenta NAT2.” Los SNP de NAT1
se relacionan principalmente con susceptibilidad a dis-
tintos tipos de cancer, como el de mama, coldn, vejiga
o leucemia.® Particularmente, el haplotipo NAT1*10 (an-
teriormente asignado como 1088 T > A, 1095C > Ay
ahora como 215 T > A, 222 C > A) esta relacionado
con una actividad incrementada de NAT1 y con la for-
macion de aductos de ADN, especialmente cuando se
combina con fenotipos de acetilacion lenta de NAT2.°
Nuestro grupo de investigacion reporté la asociacion
genética entre los haplotipos de NAT1 y NAT2 con la
leucemialinfoblasticas aguda,® el cancer infantil de mayor

frecuencia, siendo los haplotipos NAT1*3 (razén de
momios [RM] = 2.1) y NAT1*4 (RM = 1.92) de mayor
riesgo en poblacion infantil del estado de San Luis
Potosi. Estos resultados son similares a los del estudio
reportado por Krajinovic et al.,'" pero diferente a los
de otras investigaciones de asociacién genética en las
que se encontrd asociacion del haplotipo NAT1*10 con
la probabilidad de desarrollar cancer, principalmente
el de mama.

Los haplotipos de las familias NAT2*5, NAT2*6,
NAT2*7 y NAT2*14 (acorde con los criterios del
Arylamine N-acetyltransferase Gene Nomenclature
Committee, http://nat.mbg.duth.gr/) muestran una acti-
vidad de acetilaciéon disminuida y se presentan princi-
palmente en poblacién caucésica y africana. Respecto
a los SNP de NAT2 se ha sefialado que los fenotipos
acetiladores rapidos y lentos estan determinados por
la herencia de un rasgo codominante.”? Estudios en
poblaciones caucasicas y japonesas demuestran las
diferencias geograficas en la incidencia de acetilado-
res lentos de isoniazida y sulfametazina en humanos,'
lo que deriva en que pueda cumplirse o no la meta
terapéutica cuando las personas son medicadas con
estos farmacos. De esta manera, el papel de los SNP
de NAT y su utilidad en diversas &reas han sido
demostrados.'*'® Se realiz6 la genotipificacion de NAT2
de sujetos sanos de poblacién mestiza mexicana del
estado de San Luis Potosi para conocer su fenotipo
acetilador. En este estudio se encontr6 18.8 % de ace-
tiladores rapidos, 45.4 % de acetiladores intermedios
y 39.6 % de acetiladores lentos.®

En lo que concierne a NAT1, nuestro grupo de in-
vestigacion es el primero en México en evaluar la
frecuencia alélica y genotipica, asi como su fenotipo
de acetilacion; en poblacién de nuestro centro de
trabajo’® se encontré mayor frecuencia del fenotipo
rapido (72.8 %), después del intermedio (27.2 %) y no
se identificaron casos del fenotipo lento.

Fisiologia de las NAT

Las enzimas NAT transfieren grupos acetilo a partir
de acetilcoenzima A hacia el grupo amino de una hi-
drazina arilica (isoniazida, hidralazina) o de una arila-
mina (aminas aromaticas), como paraaminosalicilato,?%2'
mediante tres tipos de reacciones de acetilacion:
O-, N-y N, O-. El propésito de estas reacciones de
acetilacion es detoxificar el cuerpo humano de los xe-
nobidticos que ingresan al organismo.

Como ya se menciond, NAT2 ha sido la mas
estudiada y se asocia a fallas terapéuticas en el
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tratamiento contra la tuberculosis, debido a que me-
taboliza la isoniazida, produciendo el metabolito acetil
isoniazida, el cual carece de actividad farmacoldgi-
ca.?2 Por otra parte, esta enzima puede estar rela-
cionada con alteraciones fisiopatoldgicas del
metabolismo de la glucosa y &cidos grasos debido a
que existen indicios de que la expresion gendmica de
NAT2 es sensible a los efectos de la insulina y la
glucosa. En cultivos in vitro de hepatocitos humanos
de la linea celular HepG2, se observé aumento de la
expresion de NAT2 tras ser estimulados durante 24
horas con 5.5 mM de glucosa 0 100 mM de insulina;**
mientras que en pacientes con diabetes mellitus tipo
2 se encontré incremento de la proteina de NAT2 y
asociacion positiva con los niveles de glucosa y he-
moglobina glicosilada.?® Lo anterior sugiere que NAT2
pudiera tener algun papel en la modulaciéon del me-
tabolismo de la glucosa; sin embargo, falta determinar
a qué nivel del metabolismo pudiera participar.

En contraste, se ha descrito que NAT1 disminuye el
crecimiento celular®®?” debido a su posible regulacion
del gen P53, el principal gen supresor de tumor en
nuestro genoma,?® y su influencia en el metabolismo
de acetilcoenzima —promueve el crecimiento celular
si se encuentra en altas concentraciones dentro de la
célula—,>% aunque el mecanismo no se ha elucidado
del todo.

Epigenética y NAT

La epigenética estudia las reacciones quimicas y
procesos que modifican la actividad del ADN, pero
sin alterar su secuencia. Los tres mecanismos epige-
néticos de regulacion —metilacion del ADN,
modificacién de las histonas y los ARN pequefios no
codificantes microARN—, son reversibles, lo
que resulta en un control dindmico de la expresion de
genes.®

NAT1, enzima que inicialmente se consideraba de-
toxificante, ahora se propone que influye en la regu-
lacién del ciclo celular y constituye un factor clave en
la regulacion epigenética, debido a su participacion
en el metabolismo del folato. NAT1 acetila el
metabolito p-aminobeozoilglutamato (pABAGIu),3"32
el cual inhibe la dihidrofolato reductasa, como con-
secuencia se inhibe el catabolismo del folato y la
sintesis de S-adenosil metionina, cofactor importante
en multiples procesos de metilacién, entre ellos la
metilacion del ADN y de histonas." Por lo anterior,
se propone a NAT1 como un regulador epigenético,®
ya que al no presentar actividad enzimatica, el

epigenoma podria desestabilizarse. Por lo tanto, es
de interés conocer los mecanismos de regulacion de
NAT1 y su influencia en cancer. En tanto, al parecer
en el humano NAT2 esta mas implicada en procesos
metabolicos.

Estudio bioinformatico de los genes de
NAT1 y NAT2

Nuestro grupo de trabajo realizd un analisis bioin-
formético para explorar los sitios de metilacion dentro
de los promotores de los genes de NAT1 y NAT2 a
través de la base de datos ENCODE® (https://www.
encodeproject.org; https://epigenomegateway.wustl.
edu/legacy). Por estudios in vitro con las lineas celu-
lares Jurkat (leucemia del tipo T) y GM12878 (leuce-
mia del tipo B) para el promotor del gen NAT1, se
encontré que la region de interés no cuenta con el
suficiente contenido de citocina-guanina para deter-
minar que exista una isla CpG que influya en la ex-
presion del gen. Sin embargo, en el promotor se
encuentran sitios CpG que presentan metilacion del
ADN, los cuales, aunque no tengan influencia directa
en la transcripcion, pueden ser empleados como bio-
marcadores de correlacion entre el grado de metila-
cion y el desarrollo de cancer.® Para el caso del
promotor de NAT2, en ENCODE se ha reportado una
isla CpG a 3600 pb de la regién codificante del gen;
sin embargo, esta regidn se encuentra rodeada por
retrotransposones, por lo que probablemente su
influencia en la expresion del gen es baja. Por lo tan-
to, al igual que en NAT1, pueden existir sitios CpG
que ayuden a predecir la susceptibilidad de desarro-
llar cancer si se demuestra una correlacion entre las
dos variables.

En lo que concierne a la modificacién postraduccio-
nal de histonas, se realiz6 un estudio bioinformatico
en ENCODE, en el que se encontrd que existe una
fuerte interaccion de lisina 4 trimetilada y 27 acetilada
en histona H3 con el promotor de NATH1, principalmen-
te en las lineas celulares Jurkat y GM12878. Para
NAT2 se observé interaccion en distintos sitios del
gen con las colas de histonas y, a diferencia de las
islas CpG, parece que la modificacién de histonas
desemperfia un papel importante en la regulacion de
estos genes (Figura 1).

Cancer y NAT1

Particularmente en cancer, las regiones promotoras
de cada gen pueden ser alteradas por metilacion
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en las islas CpG o por desacetilacion y metilacion de
histonas, en consecuencia se promueve la expresion
de oncogenes y la disminucién de genes supresores
de tumores.®® Lo anterior apoya la propuesta de nue-
vas estrategias terapéuticas (epigenéticas) con el uso
de farmacos para favorecer la expresion de los genes
que se encuentran suprimidos. Se han reportado di-
versos ejemplos del uso de farmacos en fase | o Il
como el acido valproico, tazemetostat, givinostat y
vorinostat, este Ultimo para el tratamiento de linfoma
cutaneo de células T.*°

En experimentos in vivo, Xiao et al. reportaron que
en células de pacientes con leucemia existe hipoace-
tilacion general de H3 y H4 (generalmente asociada
a baja expresion), mientras que predomina hiperme-
tilacion de H3 en lisina 4 (H3K4), que general-
mente se relaciona con supresion de genes en ese
estado.®®

El primer estudio que reportd el control epigenético
de NAT1 en tejido humano evalué el estado de meti-
lacién de la region 5 proximal al coddn de inicio en
tejido mamario normal, maligno y benigno.®” En tejido
de tumor maligno se demostré que las regiones de
CpG en esa parte del gen presentaron menor metila-
cion en comparacion con tejido normal y de tumor
benigno; ademads, la expresion de ARN mensajero
(ARNm) fue 1000 veces mayor. El estudio demostrd

también que el gen de NAT1 se encuentra silenciado
parcialmente por mecanismos de metilacion en tejido
mamario. Otro grupo de trabajo demostrd que la re-
sistencia a tamoxifeno en el tratamiento de cancer
mamario esta relacionada con los niveles de metila-
cion de NAT1 y afecta su expresion a nivel de ARNm.
La hipermetilacion de NAT1 confiere resistencia al
tamoxifeno y los niveles de expresion de NAT1 son
menores en |os tumores resistentes al farmaco com-
parados con aquellos tumores sin resistencia.®

Por lo anterior, nuestro grupo de investigacion es-
tudio las posibles alteraciones a nivel de histona H3
en lisina 14 acetilada (H3K14Ac) y lisina 27 trimetilada
(H3K27me3);*° encontrd que las células mononuclea-
res de nifios con leucemia linfoblastica aguda presen-
tan bajos niveles de acetilacion (en H3K14Ac) para
NAT1 en comparacion con nifios sanos; respecto al
gen de NAT2, se observaron bajos niveles de aceti-
lacion (en H3K14Ac) y altos de metilacion (en H3K-
27me3) en los mismos grupos de estudio. En el caso
de NAT2, el trabajo de nuestro grupo es el primero
que reporta niveles de alteracidn de histonas en can-
cer.®® Sin embargo, a nivel de transcrito y proteina,
solo NAT1 present6 alteraciones en su expresion, asi
como en su actividad enziméatica; mientras que se
detectaron niveles similares de expresion y actividad
de NAT2 entre pacientes y sujetos de control.
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Modulacion de NAT mediante microARN

Distintos autores han reportado la regulaciéon de
NAT por sirtuinas o microARN (miARN) (Figura 1),39-4
pequefas moléculas de ARN enddgeno (de 20 a 25
nucledtidos) no codificantes que se unen directamen-
te a la region 3-UTR de ARNm blanco, lo que les
permite ser reguladores negativos de expresion géni-
ca.”? Desde su descubrimiento, los datos clinicos y
biomédicos han mostrado evidencia del papel de los
miARN en enfermedades humanas, como en cancer
y leucemias, categorizdndolos como biomarcadores
para el diagndstico y prondstico.*

Se ha descrito la relacion de NAT1 con miR-1290
en cancer de mama positivo para receptor de estro-
genos y en leucemia linfoblastica aguda.***! El gen
de NAT1 es blanco de este miARN, lo que induce una
disminucioén de sus niveles de expresion. En modelos
celulares de cancer de mama luminal A, como la linea
celular MCF-7, se ha estudiado también el efecto de
pre-miR-1290 (precursor del miARN-1290) sobre
NAT1, donde el incremento de los niveles de
miARN-1290 mostraron una correlacion negativa con
los niveles de expresion de NAT1 a nivel de ARNm.*

En el mismo modelo celular se estudio el efecto de
miR-6744-5p sobre la anoikis, la apoptosis que se
induce cuando las células se desprenden de la matriz
extracelular y de las células vecinas. Se demostrd
que la disminucién de miR-6744-5p induce un aumen-
to en la expresion de NAT1, lo que incrementa la
motilidad, la resistencia a la apoptosis (anoikis) y la
metastasis en esta linea celular de cancer. Entre los
posibles mecanismos por los cuales NAT1 podria con-
tribuir a la resistencia a la apoptosis esta causar dafo
al ADN por carcinogénesis quimica. Como enzima
acetiladora, NAT1 participa en la conversién de
4-aminobifenilo en aducto de ADN, un compuesto
cancerigeno que se ha asociado al consumo de carne
roja.*s

Por otra parte, NAT2 se ha asociado a dafio hepa-
tico por isoniazida, cuyos metabolitos activos (AcHz)
son hepatotdxicos. En modelos de ratéon se ha
evaluado el efecto de la modulacion de NAT2 por
hsa-miR-15a-3p. Se observé que la sobreexpresion
de hsa-miR-15a-3p correlaciona con disminucion de
la expresion del ARNm de NAT2, reduciendo el dafo
hepatico en los modelos murinos. Con lo anterior,
hsa-miR-15a-3p participaria como modulador epige-
nético protector contra el dafio hepatico inducido por
isoniazida.*s Interesantemente, en modelos de ratas
Wistar con dafio hepético no inducido por isoniazida,

la inhibicién de NAT2 mediante miR-217 disminuyd la
proliferacion de los hepatocitos al promover la apop-
tosis y la autofagia.”” Aun se desconoce el mecanis-
mo por el que NAT2 participa en dafo hepatico de
modelos no tratados con isoniazida, pero podria estar
relacionado con las proteinas mitocondriales Bax y
Bcl-2 y la caspasa 3, que modulan la proliferacion y
la apoptosis.

Lo anterior indica que estos miARN regulan las
NAT; NAT1 esta asociada a cancer de mama y leuce-
mia linfoblastica aguda, mientras que NAT2 se en-
cuentra asociada a la funcion hepatica, por lo que se
consideran un posible blanco terapéutico al participar
en el pronostico de estas enfermedades, de ahi que
seria importante determinar los mecanismos de
regulacion de NAT por miARN y su impacto en el
metabolismo celular.

Actividad enzimatica de las NAT

La expresion y actividad enzimatica de NAT pueden
estar reguladas a nivel genético, epigenético y
postranscripcional. En ensayos in vitro de lineas celu-
lares adicionando sustratos especificos se ha estudia-
do su actividad enzimatica mediante cromatografia de
liquidos:®*84¢ 4cido paraaminobenzoico para NAT1 e
isoniazida o sulfametoxazol para NAT2. Nuestro grupo
de investigacion implementd métodos para cuantificar
sustratos y metabolitos por HPLC-UV/Vis.*

La actividad de NAT1 se encuentra disminuida en
lineas celulares de leucemia (Jurkat y CEM),* como
se ha observado en investigaciones realizadas por
nuestro grupo en nifios con leucemia linfoblastica
aguda,® lo cual podria ser un factor prondstico en los
pacientes con esta neoplasia. En contraste, la activi-
dad enzimatica de NAT1 en el cancer de mama se ha
reportado variable en ensayos en lineas celulares
(MCR-7, ZR-75-1, MDA-MB-231 y MDA-MB-436).3
Por ello, es importante elucidar los mecanismos ce-
lulares involucrados en la expresion de sus niveles en
la proteina y en la actividad enzimatica, para explicar
este contraste, y comprender la relacion en el ambito
genético y epigenético, y su papel en el crecimiento
celular, asi como su posible implicacion en el control
del epigenoma.

Conclusiones
Toda la informacién presentada demuestra que

NAT1 y NAT2, ya sea en SNP, histonas, ARNm o ac-
tividad enzimatica, tiene implicaciones en diversas
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patologias cronicas, como tuberculosis, leucemia lin-
foblasticas aguda o cancer de mama. A partir de su
descubrimiento, se consideraba a NAT1 y NAT2 como
enzimas involucradas en el proceso de biotransforma-
cién de farmacos; actualmente, queda claro que su
papel en la fisiologia celular es més complejo y aun
quedan mecanismos por investigar: en el caso espe-
cifico de NAT1, elucidar su papel en el desarrollo de
cancery en el metabolismo celular, con lo cual podria,
incluso, llegar a ser considerada como un modulador
epigenético. En tanto, NAT2 esta involucrada princi-
palmente en el metabolismo de la glucosa y la sensi-
bilidad a la insulina.
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