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Resumen
Correspondencia La enzima microsomal bUDP-GT (bilirrubina uridindifosfo-glucuronosil
A. Ortiz transferasa) es responsable de la conjugacién de la bilirrubina para
E-mail: agustino@bio.ucm.es ser eliminada por la bilis. Es un hecho establecido que durante la ges-
Tel.: 91.3.94.48.92 tacion la madre conjuga y elimina la bilirrubina producida por el feto, si
Fax: 91.3.94.49.35 bien hemos demostrado en nuestro laboratorio que el gen responsa-
Recibido: 4 Febrero 2002 ble de dicha enzima comienza a expresarse a partir del dia 13 de
Aceptado: 13 Abril 2002 gestacion y por ello, nos planteamos: 1°) la puesta a punto de la téc-

nica para determinar la actividad de la bUDP-GT en tejido hepatico, y
2°) aportar nuevos datos sobre la variacion de la actividad de la enzi-
ma durante el desarrollo perinatal. En cuanto al primer apartado, se
han analizado el tiempo de activacion de la fracciéon microsomal, que
se estabiliza a los 30 minutos de incubacion y la variacién de la activi-
dad enzimatica cuyo maximo aparece a los 5 minutos de incubacién
de la mezcla de reaccién. En cuanto a la evolucion de la actividad de
la bUDP-GT con la edad, hemos visto que soélo al final del periodo de
gestacion comienzan a aparecer valores detectables y durante el pri-
mer mes de vida ya alcanzan valores proximos al adulto.
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Abstract

Evolution of bilirubin-UDP-glocuronosyltransferase during development
in the rat.

Conjugation of bilirubin and excretion by the liver is catalysed by the
microsomal enzyme bilirubin-UDP-glucuronosyltransferase (bUDP-GT).
It is well known that during gestation, the fetal liver in utero is incapa-
ble for capture, conjugation and clearance of bilirubin. However, we have
previously demonstrated that the gene responsible for the enzyme starts
to express by day 13 of gestation. Therefore, the aims of the present
work are first, to carry out a procedure so as to determine the activity
of the bUDP-GT in the hepatic tissue, and, second, to obtain new data
about the changes during the perinatal development in the activity le-
vels of the mentioned enzyme. On the one hand, we have analyzed
both, the activation time of the microsomal fraction, which stabilizes af-
ter 30 minutes of incubation, and the changes in the enzyme activity
which reach a maximum peak after 5 minutes of incubation. On the other
hand, we only detect activity of the bUDP-GT at the final period of ges-
tation, reaching adult levels during the first month of extrauterine life.

Key words: bUDP-GT, Enzime activity, Bilirubin, Microsome fraction, Peri-
natal.
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Introduccion

La bUDP-GT (bilirrubina uridin-difosfatoglucuronosiltransfe-
rasa) es una enzima unida a la membrana microsomal respon-
sable de la conjugacion de la bilirrubina para su posterior eli-
minacion por bilis. Su regulacion depende de la composicion
lipidica de la membrana, por lo que, durante el desarrollo fe-
tal, los cambios en la actividad de las enzimas hepéaticas im-
plicadas en la sintesis de fosfolipidos provoca cambios en la
composicion lipidica microsomal, modulando la actividad
catalitica de la bUDP-GT.

Por otra parte, ha quedado demostrado que la bilirrubina
producida en el feto es transferida por la placenta al plasma
materno, conjugada en el higado materno, y excretada en bi-
lis materna. Cuando esta ruta excretora se interrumpe en el
nacimiento, la eliminacion del pigmento llega a ser dependien-
te del higado del recién nacido, cuya capacidad excretora esta
desarrollada de manera incompleta durante los primeros dias
de vida. Esta hiperbilirrubinemia fisiologica, también llama-
da ictericia del recién nacido, aparece no s6lo en humanos sino
también en otros muchos mamiferos (Thaler 1972, Odell 1976,
Valaes 1976, Fevery et al. 1979, Lee et al. 1986).

Ademas de la rapida normalizacién en la conjugacion de
la bilirrubina en el higado postnatal, la evidencia experimen-
tal sugiere que la defectuosa captura hepatica inicial, el trans-
porte intracelular y la excrecion biliar del pigmento, también
alcanzan, progresivamente, los valores del adulto durante el
periodo neonatal acompafiados por las modificaciones estruc-
turales y ultraestructurales del higado, lo que representa la
adaptacion del higado fetal a la vida extrauterina.

Los objetivos de este estudio han sido: 1) la puesta a pun-
to de la técnica para la determinacion de la actividad de la
bUDP-GT en tejido hepatico ya que se requeria un método de
gran sensibilidad, dadas las caracteristicas particulares de las
muestras fetales y de neonatos, y 2) aportar nuevos datos so-
bre la variacion de la actividad de la bUDP-GT durante el
desarrollo perinatal, dado que son factores diferentes los que
modulan dicha actividad.

Material y métodos
Productos quimicos

KH,PO,, K,HPO,, Glicerol, UDPGA (4cido glucurénico), bi-
lirrubina, Brij-56 (polyoxyethylene 10 cetyl ether), NO,Na,
sulfamato amonico, acido ascorbico, butilacetato y reactivo
de Bradford son productos de Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA).

DTT (1,4-Dithiothreitol) y EDTA son productos de
Boehringer Mannheim GMBH (Alemania). Solucion de tam-
poén pH 2,8 segiin Soerensen (glicina/HCI), etil antranilato y
2-pentanona son productos de Fluka Chemie (Stenheim, Sui-
za).

Animales

Para este trabajo se han utilizado ratas adultas, tanto machos
como hembras de la especie Rattus norvegicus, variedad albi-
na, raza Wistar, con un peso entre 200 y 300g, asi como fetos
de la misma raza de rata de 21 dias de gestacion y neonatos
de cuatro dias y de un mes.

Los animales permanecieron en el animalario de la Fa-
cultad de Ciencias Biologicas en modulos con T* constante
de 18 a 20°C y con fotoperiodo controlado (12 horas luz/os-
curidad). En su momento, fueron anestesiados con éter dieti-
lico con la finalidad de obtener una relajacion completa y asi
evitar una vasoconstriccion periférica. Una vez anestesiada la
rata, se somete a una laparotomia media hasta el diafragma
retirando la capa muscular y se aparta toda la masa visceral,
con el fin de que el higado y los vasos sanguineos conecta-
dos a ¢l queden bien visibles. A continuacion se extrae el hi-
gado, se pesa, se trocea y se coloca en un tubo de cristal al
que previamente se le ha afiadido el tampon I: KH,PO, 20mM,
K,HPO, 80mM, DTT 1mM, EDTA 1mM y glicerol 20% con
un pH de 7,4 y en una relacion del 10-15% peso/volumen.

Preparacion de la fracciéon microsomal

Se sometié a homogeneizacion (en un homogeneizador Hei-
dolph) y a continuacion a tres centrifugaciones sucesivas. La
primera, en una centrifuga Eppendorf 5403, a 30 g a 4°C du-
rante 15 min y las dos siguientes se llevan a cabo en una ul-
tracentrifuga Beckman XL-90 ultracentrifuge. La primera, con
el sobrenadante de la centrifugacion anterior, es a 41.000 g a
4°C durante 15 minutos, mientras que la segunda es a 80.000
g a 4°C durante una hora. El sedimento, en el que se encuen-
tra la fraccion microsomal, se resuspende en un volumen co-
nocido de tampodn. A partir de esta muestra se determiné la
concentracion de proteinas microsomales por el método de
Bradford y la determinacion de la actividad de la enzima mi-
crosomal.

Determinacién de la actividad de la bUDP-GT

Para la determinacion de la actividad de la bUDP-GT se acti-
varon alicuotas microsomales (4 mg/ml de proteina microso-
mal) con Brij-56 (0,08%) mediante incubacion a 37°C duran-
te 15, 30, 45 y 60 minutos. En la medida de la actividad, los
componentes y sus concentraciones en el volumen o mezcla
de reaccion fueron: microsomas activados 1 mg/ml, tampon
tris-maleato 0,1mM, UDP- GA 5mM, bilirrubina 0,125 mM.
Con esta mezcla de reaccion se procediod al ensayo «in vitro»
a diferentes tiempos (5, 15 y 30 minutos) y siempre en bafo
metabodlico a 37°C. A continuacion, para analizar la actividad
de la enzima recurrimos al procedimiento basado en la diazo-
tizacion selectiva de los glucurdnidos de bilirrubina en pre-
sencia de bilirrubina a pH 2,7. Esto se realiz6 deteniendo la
reaccion de incubacion con tampon glicina/HCl en hielo, agi-
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Tiempo de activacion 15 minutos 30 minutos 45 minutos 60 minutos

Activacion (nmol/mn/mg) 0,165 £ 0,011 0,188 £ 0,001 0,181 £ 0,003 0,189 + 0,025

Tabla 1. Variacién en el valor de la actividad de labUDP-GT a diferentes tiempos de activacion de la fraccion microsomal con Brij-56. El
nimero de muestras utilizadas en cada uno de los tiempos de incubacion ha sido de 15.

Table 1. Changes in the activity of the bUDP-GT at different times after activation of the microsomal fraction with Brij-56. (n=15 per
time).

A

Formacién de azopigmentos

nmol/mg
6 -

4,62

5' 15' 30' nm

B

nmol/mn/mg Variacion de la actividad enzimatica

0,35 1
0,307

0,3 1

0,25 -

0,05 -

5! 15' 30' mn

Figura 1. El grafico A muestra la cantidad de azopigmentos (expresada en nmol/mg de proteina microsomal) que se han formado en fun-
cion del tiempo de incubacién. En el gréfico B se observa la actividad (expresada en nmol/mn/mg de proteina microsomal) de la bUDP-
GT adiferentes tiempos de incubacion con la mezcla de reaccién. El nimero de muestras empleadas en cada uno de los tiempos ha sido
de 10.

Figure 1. A shows the azopigments quantified as nmol/mg of microsomal protein. B represents the activity of the bUDP-GT (expressed as
nmol/mn/mg) at several times of incubation with the reaction mixture. (n=10 per time).
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Figura 2. El gréfico representa los valores de actividad de labUDP-GT y su evolucion con la edad. EI nimero de muestras empleadas en

cada uno de los tiempos ha sido de 8.

Figure 2. Activity of the bUDP-GT versus evolution during development (n=8 per time).

tando bien y dejando la muestra a temperatura ambiente. La
bilirrubina conjugada se convierte en azopigmentos colorea-
dos que son extraibles en solventes organicos y medidos es-
pectrofotométricamente. Por lo tanto, a la bilirrubina conju-
gada se le afnadio el reactivo de diazotizacion (HCI1 0,15M,
NO,Na al 5%, sulfamato amoénico 17g/1 y etil antranilato), se
agitd y se incubaron las muestras durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente y en oscuridad. Se detuvo la reaccién con
acido ascorbico y se extrajo el azopigmento al afiadir 1,5 ml
de 2-pentanona/butilacetato (17/3 v:v), agitando intensamen-
te y congelando las muestras a —20°C durante dos horas. Se
descongelaron y centrifugaron a 2500 rpm durante 10 mn a
temperatura ambiente. Se recogio la fase superior y se leyo la
densidad optica a 530 nm en un espectrofotometro Hitachi U-
2000 contra un blanco de 2-pentanona/butilacetato (17:3 v/v).

Las modificaciones llevadas a cabo en esta metodologia
estan basadas en el método descrito por Roy & Heirwegh
(1968), modificado «a posteriori» por Heirwegh et al. (1972),
Viollon-Abadie et al. (1999).

Resultados y Discusion

La valoracion de la actividad de la enzima microsomal bUDP-
GT requiere atencion especial cuando se parte de muestras

hepaticas que por su grado de maduracion no presentan valo-
res relevantes de la misma, como es el caso del higado en el
periodo perinatal. Por esta razon, uno de los objetivos de este
trabajo ha sido el desarrollo de una técnica, con las modifica-
ciones mas apropiadas, que permita valorar con gran fiabili-
dad dicha actividad enzimética durante el desarrollo.

Variacion de los tiempos de activacion de la fraccién
microsomal

Se ha valorado el tiempo de activacion de la fraccion micro-
somal con Brij-56 en funcion del tiempo de incubacion. Los
resultados aparecen en la Tabla 1. A partir de los 30 minutos
de activacion, los valores obtenidos fueron practicamente igua-
les por lo que se fijo ese tiempo como preestablecido para la
metodologia.

Formaciéon de azopigmentos

El color de los extractos de azopigmentos obtenidos en la
mezcla de reaccion, se debe a los parametros siguientes:

a) Dbilirrubina conjugada sintetizada durante la incubacion
de la mezcla de reaccion.
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b) material diazopositivo presente en la muestra.

¢) compuestos diazonegativos que absorben a la longi-
tud de onda utilizada.

d) turbidez de la mezcla (Heirwegh et al. 1972).

En la Figura 1: A, se muestran los resultados obtenidos
en la cuantificacion de la formacion de azopigmentos durante
el tiempo comprendido entre 5 y 30 minutos de incubacion
de la mezcla de reaccion. Estos estan expresados en nmol/mg
de proteina microsomal y se han obtenido restanto de los va-
lores finales los correspondientes a los cuatro factores expre-
sados anteriormente.

Estos datos coinciden con los sefialados por Bruni &
Chang (1999) donde trabajaban con concentraciones de bili-
rrubina/albumina de 0,85 mM y UDPGA de 83,5 mM mien-
tras que en nuestro caso se ha trabajado con bilirrubina/albu-
mina de 0,125 mM y UDPGA de 5 mM (Viollon-Abadie et
al. 1999).

Variacion de la actividad enzimatica de la bUDP-GT

En la Figura 1: B, se sefiala los resultados obtenidos. Segun
éstos, el pico de actividad aparece a los 5 minutos de incuba-
cion (0,307 nmol/ mn/mg) disminuyendo, de forma no lineal,
hasta 0,154 nmol/mn/mg a los 30 minutos de incubacion. Este
hecho podria explicarse por la falta de sustrato. Nosotros he-
mos trabajado con concentraciones de albumina y de UDPGA
mucho mas bajas que Bruni & Chang (1999) que han sefiala-
do un aumento continuo de actividad en funcion del tiempo.
Sin embargo, Heirwegh et al. (1972), trabajando con concen-
traciones muy superiores a las nuestras, manifestaron una caida
de la actividad enzimética en funcién del tiempo muy similar
a la nuestra.

Entre nuestros objetivos destacaba la puesta a punto de
una técnica eficaz, sensible y fiable, minimizando costes para
poder llevarla a cabo, y por tanto, creemos que los parame-
tros a utilizar serian de 30 minutos de incubacion para la ac-
tivacion de la fraccion microsomal seguida de 5 minutos de
incubacion para la mezcla de reaccion con las concentracio-
nes sefialadas con anterioridad en el apartado de material y
métodos.

Evolucion de la actividad de la bUDP-GT con la edad

Se ha analizado la actividad de la bUDP-GT en funcién de
los pardmetros ya establecidos, excepto del tiempo de activa-
cioén que en este caso fue de 30 minutos para poder comparar
con otros trabajos. Los resultados que hemos obtenido se
muestran en la Figura 2. En ellos se pone de manifiesto que
solo a partir del dia 21 hay trazas de actividad que aumenta
significativamente en el 4° dia postnatal y a partir del primer
mes de vida se alcanzan valores proximos al adulto.

Estudios realizados en nuestro laboratorio (Cubero et al.
2001) han puesto de manifiesto que el dia 13 de gestacion ya

existe expresion del gen de la bUDP-GT, cuatro dias antes de
lo detectado por Huang et al. (1992) utilizando la misma son-
da. Por otra parte, la bibliografia existente sobre la actividad
de dicha enzima en el periodo perinatal esescasa, y en contra-
posicion a nuestros resultados, Fevery et al. (1977), detecto
algo de actividad a partir del dia 19 de gestacion.

Finalmente, los resultados estan en concordancia con la
hipoétesis de que la actividad de esta enzima hepatica perma-
nece suprimida por, al menos dos factores: las hormonas ges-
tacionales circulantes y las bajas concentraciones de bilirru-
bina circulante ya que la placenta la elimina rdpidamente (Lee
et al. 1986). Al nacer, los neonatos excretan hormonas gesta-
cionales una vez que son separados de la circulacion placen-
taria, y, la bilirrubina enddgena sirve para inducir la actividad
de bUDP-GT. Esto nos hace pensar que cuando la ruta pla-
centaria se pierde, se induce rapidamente la traduccion del
mRNA de la bUDP-GT ya que la expresion del gen es ante-
rior al nacimiento.
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