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Cuando los alelos NAT2*5A y NAT2*4 estaban en la misma muestra se
identificaron digiriendo el fragmento de 578 pb con las enzimas Kpn I y Msp Al
(figuras 19 y 20), para determinar que los polimorfismos T341C y C481T que integran
el alelo NAT2*5A estaban juntos. Se esperaba que la enzima Kpn I cortara al alelo
NAT2*4 en dos fragmentos de 421 pb y 157 pb, debido a que no contenia el
polimorfismo C481T 1y al alelo NAT2*SA por tener el polimorfismo no lo cortaria y
quedaria de 578 pb. Pero si el polimorfismo T341C se encontraba en este alelo, la
enzima Msp Al I deberia cortar el fragmento de 578 pb que no cort6 la enzima Kpn I en
dos fragmentos de 559 pb y 19 pb.

Para identificar el alelo NAT2*5C del alelo NAT2*4 se digiri6 el fragmento de
578 pb con la enzima Msp Al I (figura 19, parte inferior), donde se esperaba que al alelo
NAT2#*5C lo cortara en dos fragmentos de 559 pb y 19 pb y al alelo NAT2*4 no lo

cortara por no tener el polimorfismo T341C (figura 24).

800 pb
700 pb s

600 ph - 578 pb
500 ph : 559 pb

400 pb

300 pb

200 pb

Figura 24. Digestion con la enzima Msp Al I (T341C). Gel de agarosa al
1.5% donde se muestra en el carril 1: Marcador de peso molecular de 100
pb; de los carriles 2-6: Sujetos con ¢l polimorfismo donde se presentan los
fragmentos de 559 pb y 19 pb (no se ve en el gel), el fragmento de 578 pb
es el alelo NAT2*4; y en el carril 7: producto amplificado sin digerir.
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Después se recuper6 la banda de 559 pb del gel (figuras 21 y 24) con mucho
cuidado de no tracrse la bande de 578 pb y se reamplifico el fragmento de 119 pb como
se ve en la figura 22, en el cual se buscaba el polimorfismo A803G con la enzima Dde 1
(figura 23), donde se esperaban los fragmentos de 97 pb v 22 pb. Por lo tanto se
demostré que estaban los polimorfismos T341C y A803G juntos formando el alelo
NAT2*SC.

Para identificar los alelos NAT2*6A y NAT2*5B en individuos heterocigotos
para estos alelos, se realizé primero la identificacion del alelo NAT2*5B, la cual ya se
menciond anteriormente, Para comprobar que los polimorfismos C282T y GS90A
estaban formando el alelo NAT2*6%, se realizaron dos dobles digestiones del fragmento
de 866 pb, una doble digestion fue con las enzimas Kprn 1 para identificar el
polimorfismo C481T y con Fok 1 para identificar el polimorfismo C282T. Esta doble
digestion se hizo para demostrar que ambos polimorfismos se encontraban en diferentes
alelos. La doble digestion del fragmento de 866 pb de un alelo normal genera cuatro

fragmentos de 238 pb, 222 pb, 207 pb y 199 pb (figura 25, parte superior).

Secuencia normal

252 Fok| « 446 Kpnl » 681 Fokl «

238 pb | 207 pb | 222pb l 199 pb
| |

238 pb I 429 pb I 199 pb

252 Fok| « 681 Fokl «

Secuencia con el polimorfismo C481T
Fragmento de 866 pb

Figura 25, Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Fok 1 (C282T) y Kpn 1 (C481T), para
identificar el polimorfismo C481T. En ambas secuencias se observa que al no tener el polimorfismo
C282T la enzima Fok I corta el fragmento de 866 pb en la posicién de 252 pb, y ademas, en ambas
secuencias existe un sitio de corte para la enzima Fok I en la posicién de 681 pb. En la secuencia normal
(parte superior), se observa que al no encontrarse el polimorfismo C481T la enzima Kpn I corta este
fragmento. En la secuencia con el polimorfismo C481T (parte inferior), se observa que al encontrarse el
polimorfismo C481T la enzima Kpn I no corta este fragmento.
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Como se muestra en el gel de la figura 27 v el esquema de la figura 25, el
fragmento de 866 pb que contenia el polimorfismo C481T del alelo NAT2*35B se digirié
con las enzimas Fok 1y Kpn 1, esperando tres fragmentos de 429 pb, 238 pb y 199 pb. El
fragmento de 429 pb se genera porque la enzima Kpn I pierde su sitio de corte debido al
polimorfismo C481T.

En la figura 26 se muestra que el otro fragmento donde esta el polimorfismo
C282T del alelo NAT2*6A s¢ esperaba que las enzimas lo cortaran también en tres
fragmentos de 445 pb, 222 pb y 199 pb, el fragmento de 445 pb se genera porque la

enzima Fok I pierde su sitio de corte debido al polimorfismo C282T.

Secuencia normal

252 Fokl » 445 Kpnl » 681 Fok| «
238 pb | 207 pb | 222 pb ] 199 pb
| |
445 pb I 222 pb | 199 pb
448 Kpnl 681 FokI «
Secuencia con el polimorfismo C282T
Fragmento de 866 pb

Figura 26. Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Fok I (C282T) y Kpn 1 (C4A81T), para
identificar el polimorfismo C282T. En ambas secuencias se¢ observa que al no encontrarse el polimorfismo
CABIT la enzima Kpn I corta este fragmento, y ademas, en ambas secuencias existe un sitio de corte para
la enzima Fok I en la posicién de 681 pb. En la secuencia normal (parte superior), se observa que al no
tener el polimorfismo C282T la enzima Fok I corta ¢l fragmento de 866 pb en la posicién de 252 pb. En la
secuencia con el polimorfismo C282T (parte inferior), se observa que al tener el polimorfismo C282T la
enzima Fok I no corta ¢l fragmento de 866 pb en la posicién de 252 pb.

En el carril 12 del gel de la figura 27 se corrié una muestra que contenia los
alelos NAT2*4 y NAT2*6A para demostrar que la banda de 429 pb queda arriba de la
banda de 445 pb. En el alelo NAT2*4 se obtuvieron los cuatro fragmentos esperados de
238 pb, 222 pb, 207 pb y 199 pb cuando se digirié con las enzimas Kpn 1y Fok 1. Como
ya se menciond, cuando en el alelo con el polimorfismo C282T se digirié se obtienen

tres fragmentos de 445 pb, 222 pb y 199 pb, y como estos alelos solamente generan la
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banda de 445 pb al digerirse, se puede ver en el gel de la figura 27 que por alguna razon
la banda de 429 pb corre mas arriba que la banda de 445 pb. La banda de 429 pb siempre

corre de la misma manera (figura 11).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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600 pb <~ 445 pb
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Figura 27, Digestion con las enzimas Fok 1 (C282T) y Kpn 1 (CA81T). Gel de
poliacrilamida al 12% donde se muestra en el carril 1: Marcador de peso molecular de
100 pb; de los carriles 2-11: Sujetos con los polimorfismos en diferentes alelos donde el
alelo con ¢l polimorfismo C282T presentan tres fragmentos de 445 pb, 222 pby 199 pb y
el alelo con el polimorfismo C481T también presenta tres fragmentos de 429 pb, 238 pb y
199 pb; en el carril 12: Sujeto con el alelo normal donde se presentan cuatro bandas de
238 pb, 235 pb, 207 pb y 199 pb y el alelo con ¢l polimorfismo C282T donde se

presentan tres fragmentos de 445 pb, 222 pb ¥ 199 pb; vy en el carril 13: Producto
amplificado sin digerir.

Al presentarse los dos fragmentos de 445 pb y 429 pb en al misma muestra se
comprueba que los polimorfismos C282T y C481T estdn en diferentes alelos y por lo
tanto el polimorfismo C282T pertencce al alelo NAT2*6A. Se continudé con el
polimorfismo G590A para comprobar que también pertenece al alelo NAT2*6A. Para
esto se realizd otra doble digestién con las enzimas Kprn 1 y Tag 1 (figura 30) en el

fragmento de 866 pb para comprobar que los polimorfismo C481T y G590A estaban en
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diferentes alelos. La doble digestion del fragmento de 866 pb de un alelo normal genera

cinco fragmentos de 331 pb, 170 pb, 139 pb, 114 pby 112 pb (figura 28).

Secuencia normal
446 Kpn) «

332 Tagl » 558 Taqgl » 728 Taql «

331pb | 114pb | 112pb ) 170 pb | 139 pb
| |

331 pb I 226 pb I 170pb |  139pb

332 Tagl » 558 Taql » 728 Taqgi +

Secuencia con el polimorfismo C481T
Fragmento de 866 pb

Figura 28. Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Kpn I (C481T) y Taq I (G590A), para
identificar el polimorfismo C481. En ambas secuencias se observa que al no encontrarse ¢l polimorfismo
G590A la enzima Tag I corta este fragmento en la posicién de 558 pb, y ademas, en ambas secuencias
existen dos sitios de corte para la enzima Tag I en las posiciones 332 pb y 728 pb. En la secuencia normal
(parte superior), se observa que al no tener el polimorfismo C481T la enzima Kpn 1 corta ¢l fragmento de
866 pb. En la secuencia con el polimorfismo C481T (parte inferior), se observa que al temer el
polimorfismo C481T la enzima Kpn I no corta el fragmento de 866 pb.

El fragmento de 866 pb que contenia el polimorfismo C481T del alelo NAT2*5B
al digerirse con la enzimas Kpn I y Taq 1 generd cuatro fragmentos de 331 pb, 226 pb,
170 pb y 139 pb, el fragmento de 226 pb se generd porque la enzima Kpn I pierde el

sitio de corte al presentarse el polimorfismo C481T (figura 28).

Secuencia normal
446 Kpnl «

332 Tagl » 658 Tagl 728 Taql »

331 pb | 114pb | 112pb | 170 pb | 139 pb
| il

331 pb I 114pp | 282 pb I 139pb

332 Tagl+« 446 Kpnl - 728 Tagl «

Secuencia con el polimorfismo G590A
Fragmento de 866 pb

Figura 29. Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Kpn 1 (C481T) y Taq 1 (G590A), para
identificar el polimorfismo G590A. En ambas secuencias se observa que al no tener el polimorfismo
C481T la enzima Kpn I corta el fragmento de 866 pb, y ademds, en ambas secuencias existen dos sitios de
corte para la enzima Tag I en las posiciones 332 pb y 728 pb. En la secuencia normal (parte superior), se
observa que al no encontrarse el polimorfismo G590A la enzima Taq I corta este fragmento en la posicién
de 558 pb. En la secuencia con el polimorfismo G590A (parte inferior), se observa que al encontrarse el
polimorfismo G590A la enzima Tag I no corta este fragmento en la posicién de 558 pb.
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En el otro fragmento con ¢l polimorfismo G590A del alelo NAT2*6A se
esperaban de la digestion también cuatro fragmentos de 331 pb, 282 pb, 139 pby 114 pb
(figura 29, parte inferior). El fragmento de 282 pb se formé al perderse el sitio de corte
para la enzima Tagq I al estar presente el polimorfismo G590A.

Al estar presentes los dos fragmentos de 282 pb y 226pb en la misma muestra se
comprueba que los polimorfismos C481T y G590 estan en diferentes alelos y por lo

tanto el polimorfismo G590A pertenece al alelo NAT2*6A.

—170 pb

139 pb

100 pb—

Figura 30. Digestién con las enzimas Kpn [ (C481T) y Tag I (GS590A). Gel de
poliacrilamida al 12% donde se muestra en el carril 1: Marcador de peso
molecular de 100 pb; de los carriles 2-5: Sujetos con los polimorfismos en
diferentes alelos donde el alelo con el polimorfismo C481T presentan cuatro
fragmentos de 331 pb, 226 pb, 170 pb y 139 pb y el alelo con el polimorfismo
G590A también presenta cuatro fragmentos de 331 pb, 282 pb, 139 pb y 114 pb;
y en el carril 6: Producto amplificado sin digerir.
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Como se puede observar en ¢] gel de la figura 30, los dos polimorfismos C282T
y G590A no estaban en el alelo NAT2*5B donde se encuentra el polimorfismo C481T,
por lo tanto se encuentran juntos formando el alelo NAT2*6A.

Cuando el individuo era heterocigoto para los alelos NAT2*6B y NAT2*5B, se
realizd primero la identificacion del alelo NAT2*5B, la cual ya se menciond
anteriormente (figuras 19, 20, 21, 22 y 23). Para comprobar que el polimorfismo G590A
que pertenece al alelo NAT2*6B no se encontraba junto con los polimorfismos de
NAT2*5B, se realiz ¢l mismo procedimiento para determinar este mismo polimorfismo
en el alelo NAT2*6A (figuras 28, 29 y 30).

Al encontrar en la muestra los alelos NAT2*6C y NAT2*5B se identificaron
haciendo digestiones para comprobar que los polimorfismos T341C y C481T estaban en
el alelo NAT2*5B (figuras 19 y 20), de la misma manera como se menciond
anteriormente. Para saber que los polimorfismos C282T y G590A se encontraban
formando el alelo NAT2*6C, se digirieron de la misma manera que el alelo NAT2*6A
(figura 25, 26, 27, 28, 29 y 30). El polimorfismo A803G al pertenecer a ambos alelos no
fue necesario determinarlo.

Cuando los alelos NAT2*7B y NAT2*5B se encontraban en la misma muestra,
primero se identificaba el alelo NAT2*5B como ya se menciond anteriormente (figuras
19, 20, 21, 22 y 23). Para comprobar que los polimorfismo C282T y G857A se
encontraban juntos formando el alelo NAT2*7B se hicieron dos dobles digestiones. La
primera doble digestion fue con las enzimas Fok I y Kpn 1 para identificar los
polimorfismos C282T y C481T, respectivamente. Esta digestion fue igual a la del alelo

NAT2*6A para identificar el polimorfismo C282T (figuras 25, 26 y 27). La segunda

75



Resultados

digestién se realiz6 con las enzimas Dde 1 y Hinf I para identificar los polimorfismos
A803G y G857A, respectivamente.

En la figura 31 se muestra el fragmento de 866 pb con la secuencia del alelo
normal, que al digerirse con las enzimas Dde 1 y Hinf I genera seis fragmentos de 278
pb, 169 pb, 137 pb, 122 pb, 121 pb y 39 pb. Como se ve en ¢l gel de la figura 33 y en el
esquema de la figura 31 (parte inferior) la digestién de las enzimas del fragmento de 866
pb con el polimorfismo A803G genera siete fragmentos de 278 pb, 169 pb, 137 pb, 122
pb, 98 pb, 39 pb y 23 pb, los fragmentos de 98 pb y 23 pb se formar al crearse un sitio de

corte en el fragmento de 121 pb para la enzima Dde 1 al estar presente el polimorfismo

A803G.
Secuencia normal
440 Hinfl «
123 Ddel « 401 Ddel » 577 Hinfl - 746 Ddel «
122pb | 278 pb [39gb  137pb | 169pb | 121pb
| |
122pb | 278 pb l39pgp 137pb | 169pb 23 pb 98 pb
123 Ddel « 401 Ddel » 577 Hinfl » 746 Ddel »
440 Hinfl - 769 Ddel »
Secuencia con el polimorfismo ABO3G
Fragmento de 866 pb

Figura 31. Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Dde 1 (A803G) y Hinf I (G857A), para
identificar el polimorfismo A803G. En ambas secuencias se observa que al no encontrarse el
polimorfismo G857A la enzima Hinf I no corta este fragmento en la posicion de 826 pb, y ademés, en
ambas secuencias existen tres sitios de corte para la enzima Dde I en las posiciones 123 pb, 401 pb y 746
pb y dos sitios de corte para la enzima Hinf I en las posiciones 440 pb y 577 pb. En la secuencia normal
(parte superior), se observa que al no tener ¢l polimorfismo A803G la enzima Dde I no corta ¢l fragmento
de 866 pb en la posicion de 769 pb. En la secuencia con el polimorfismo A803G (parte inferior), se
observa que al tener ¢l polimorfismo la enzima Dde I corta el fragmento de 866 pb en la posicion de 769
pb.

La digestion del fragmento de 866 pb con el polimorfismo G857A genera siete
bandas de 278 pb, 169 pb, 137 pb, 122 pb, 80 pb, 41 pb y 39 pb (figura 32).
Los fragmentos de 80 pb y 41 pb se generan de] fragmento de 121 pb debido a

que al estar presente el polimorfismo G857A crea un sitio de corte para la enzima Hinf 1.
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Secuencia normal

440 Hinfl »
123 Ddel + 401 Ddel - 577 Hinfl » 746 Ddel «
122pb | 278 pb (398 137pb | 169pb | 121pb
]
122pb | 278 pb I3ado  137p0 | 169pb | 80pb (41pb
123 Ddel » 401 Ddel » 577 Hinfl » 746 Ddel
440 Hinf » 826 Hinfl 4

Secuencia con el polimorfismo G857A

Fragmento de 866 pb

Figura 32. Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Dde I (A803G) y Hinf I (G857A), para
identificar el polimorfismo G857A. En ambas secuencias se observa que al no tener el polimorfismo
AB03G la enzima Dde I no corta el fragmento de 866 pb en la posicién de 769 pb, y ademds, en ambas
secuencias existen tres sitios de corte para la enzima Dde I en las posiciones 123 pb, 401 pby 746 pb y
dos sitios de corte para la enzima Hinf I en las posiciones 440 pb y 577 pb. En la secuencia normal (parte
superior), se observa que al no encontrarse el polimorfismo G857A la enzima Hinf I no corta este
fragmento en la posicion de 826 pb. En la secuencia con el polimorfismo A803G (parte inferior), se
observa que al encontrarse el polimorfismo G857A la enzima Hinf I corta este fragmento en la posicién de
826 pb.

Figura 33. Digestion con las enzimas Dde I (A803G) y Hinf 1 (G857A). Gel de

poliacrilamida al 12% donde se muestra en el carril 1: Marcador de peso molecular
de 100 pb; de los carriles 2-6: Sujetos con los polimorfismos en diferentes alelos
donde el alelo con el polimorfismo A803G presentan siete fragmentos de 278 pb,
169 pb, 137 pb, 122 pb, 98 pb, 39pb y 23 pb y el alelo con el polimorfismo G857A
también presenta siete fragmentos de 278 pb, 169 pb, 137 pb, 122 pb, 80 pb, 41 pby

39 pb.
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Como se ve en los geles de las figuras 27 y 33, los dos polimorfismos C282T y
G857A no estaba en ¢l alelo NAT2*5B donde se encuentran los polimorfismo C481T y
A803G. Esto quiere decir que se encuentran formando el alelo NAT2*7B.

A una persona que era heterocigota para los alelos NAT2*12A y NAT2*5B,
solamente se les identificaban los polimorfismos T341C y C481T alelo NAT2*5B como
se muestra en el gel de la figura 21 y los esquemas de las figuras 19 y 20, debido a que
el polimorfismo A803G que forma el alelo NAT2*12A se encuentra en ambos alelos.

Cuando una persona era heterocigota para los alelos NAT2*12B y NAT2*5B,
primero se identificaban los polimorfismos T341C y C481T alelo NAT2*5B como se
muestra en el gel de la figura 21 y los esquemas de las figuras 19 y 20. El alelo
NAT2*12B se identificé haciendo una doble digestion para identificar el polimorfismo
C282T de la misma manera como se realizé para identificarlo en NAT2*6A (figuras 26,
27, 28 y 29). El polimorfismo A803G se encuentra en ambos alelos y por lo tanto no fue
necesario determinarlo.

También se encontrd la combinacién de polimorfismos C282T y C481T a quien
Myron Gross y cols.” le designaron el nombre de alelo NAT2*13B. Para determinar si
estos polimorfismos estaban juntos formando este alelo, se hizo una doble digestion con
las enzimas Kpn 1 y Fok I para los polimorfismos C481T y C282T, respectivamente. La
digestion del alelo normal nos dio cuatro fragmentos de 238 pb, 222 pb, 207 pb y 199 pb
(figura 34, parte superior). Como se observa en el gel de la figura 35 y el esquema de la
figura 34 (parte inferior), el alelo con ambos polimorfismos nos dio dos fragmentos de
667 pb y 199 pb. El fragmento de 667 pb se genera cuando los fragmentos de 238 pb,
222 pb y 207 pb se unen debido a que las enzimas Kpn 1 y Fok I pierden su sitio de corte

al estar presentes los polimorfismos C481T y C282T, respectivamente.
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Secuencia normal

252 Fokl « 445 Kpnl » 681 Fokl =
238 pb 1 207 pb | 222 pb | 199 pb
l |
667 pb | 199 pb
681 Fokl «

Secuencia con los polimorfismos C282T y C481T
Fragmento de 866 pb

Figura 34. Fragmento de 866 pb digerido con las enzimas Fok I (C282T) y Kpn 1 (CA81T), para
identificar los polimorfismos C282T y C481T. En la secuencia normal (parte superior), se observa que al
no tener el polimorfismo C282T la enzima Fok I corta el fragmento de 866 pb en la posicién de 252 pb y
al no encontrarse el polimorfismo C481T la enzima Kpn I corta este fragmento. En la secuencia con los
polimorfismos C282T y C481T (parte inferior), se observa que al tener el polimorfismo C282T la enzima
Fok 1 no corta el fragmento de 866 pb en la posicién de 252 pb, y al encontrarse el polimorfismo C481T la
enzima Kpn [ no corta este fragmento. En ambas secuencias existe un sitio de corte para la enzima Fok I
en la posicién de 681 pb.

Como se observa en el gel figura 35, estos polimorfismos se encuentran en el
mismo alelo, por lo tanto esta persona es heterocigota para el alelo NAT2*13B y

NAT2*4.

800 pb

700 pb§
600 pb——
500 pb——| "N
400 pp—" ™
300 pp—»!

Figura 35. Digestion con las enzimas Fok I (C282T) y Kpn I (CABIT). Gel de
poliacrilamida al 12% donde se muestra en el carril 1: Marcador de peso molecular de
100 pb; en el carril 2: Sujeto heterocigoto para los alelos NAT2*¥13B y NAT2*4 donde se
muestran los fragmentos del alelo NAT2*13B de 667 pb y 199 pb y los fragmentos del
alelo NAT2*4 de 238 pb, 222 pb, 207 pb y 199 pb.
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Adicionalmente se encontré la combinacién de polimorfismos G590A, C759T y
A803G que no habia sido reportada. Se comprobé que los polimorfimso G590A y
C759T se presentaban en el mismo alelo (Figura 15), porque ambos polimorfismos
eliminan sus respectivos sitios de corte para la enzima Tag I y por lo tanto los
fragmentos 226 pb, 170 pb y 139 bp se unen formando un fragmento de 535 pb. El
polimorfismo A803G se encontraba en ambos alelos, por lo cual no fue necesario
determinar en cual alelo se encontraba. De lo anterior se comprueba que los
polimorfismos G590A, C759T y A803G se encontraban en el mismo alelo y que el
individuo era heterocigoto para esta combinacién de polimorfismo y para el alelo

NAT4*12A.

4.6 Frecuencia de los alelos variantes de NAT2 en la poblacién estudiada.

Después de designarles los alelos correspondientes a cada individuo, se obtuvo la
frecuencia alélica en la poblacion de estudio. En la tabla XXIV se muestran todos los
polimorfismos encontrados y su velocidad de acetilacién que se les asigné de acuerdo a
la nomenclatura existente.

Tabla XXIV. Frecuencia alélica individual y velocidad de acetilacién en la poblacién de
estudio

N° Polimorfismos Alelo Alelo Tipo de
T111C || G191A || C282T || T341C || A434C || C481T || G590A || C759T || ABO3G || AB45C || GB57A ) 2 Acetilador

1 N N N N N N N N N N N NAT2*4 NAT2*4 Rapido
2| N N H H N H N N H N H | NAT2*5B | NAT2'7B Lento
3[ N N H N N N H N N N N |NAT2*4 |NAT2*6A | Intermedio
4| N N N M N M N N M N N [NAT2'5B | NAT2"5B Lento
5| N N H N N N H N N N N | NAT2*4 |NAT2'6A | Intermedio
6 N N H N N N N N N N H NAT2"4 NAT2*7B | Intermedio
7] N N N H N H N N H N N [NAT2*4 |NAT2*5B | Intermedio
8/ N N N N N N N N N N N [NAT2*4 | NAT2*4 Répido
9] N N N H N H N N H N N |NAT2*4 | NAT2*5B | Intermedio
10/ N N N M N M N N M N N [NAT2*5B | NAT2*5B Lento
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En la tabla XXV se muestran los 14 alelos encontrados en la poblacion de

estudio y su frecuencia.

Tabla XXV. Frecuencia alélica en la poblacién de estudio

Alelos No % Alelos No %

NAT2*4 65 3125 NAT2*7A 1 0.48
NAT2*5A 2 096 NAT2*7B 24 11.54
NAT2*5B 67 3221 NAT2*12A 7 3.37
NAT2*5C 5 240 NAT2*12B 1 0.48
NAT2*6A 29 13.94 NAT2*13 3 1.44
NAT2*6B 1 0.48 NAT2*13B® 1 0.48
NAT2*6C 1 0.48 G590A/C759T/A803G 1 0.48

aMy'ron Gross cols., Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention, 1999 8:683-692"

4.7 Patrén de acetilacién

El patrén de acetilacion se determiné de acuerdo a dos modelos: En la tabla
XXVI se muestran los resultados del modelo bimodal donde el 14% de la poblacién de
estudio son acetiladores rapidos y un 86% son acetiladores lentos. Con el modelo
trimodal (tabla XXVII) los acetiladores rapidos quedan igual, pero los acetiladores

lentos disminuyen a un 40% y surgen los acetiladores intermedios con un 46%.

Tabla XXVI. Modelo bimodal

Acetilador %
Lento 85.6
Rapido 144

Tabla XXVII. Modelo trimodal

Acetilador %

Lento 40.4
Intermedio 45.2
Répido 144
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CAPITULOV
DISCUSION

En este trabajo se investigo el genotipo NAT2 en 104 voluntarios sanos de la
poblacién del noreste de México. Siendo uno de los primeros trabajos realizados en el
noreste de México.

Inicialmente se detectaron los polimorﬁsmo.s presentes en cada individuo por
RFLPs. De los 11 polimorfismos estudiados solo se encontraron 8 en la poblacion de
estudio. En la tabla XXIII se puede observar que los polimorfismos mas frecuentes
fueron A803G, T341C, C481T y C282T, teniendo una presencia del 50% o mas en la
poblacion estudiada. Los polimorfismos G590A y G857A tuvieron una frecuencia del 28
y 24%, respectivamente. El polimorfismo C759T solamente se present6é una vez (1%) y
fue en forma de heterocigoto. Con respecto a los polimorfismos T111C, G191A, A434C
y A845C no se¢ encontraron en la poblacion de estudio.

Después de haber determinado los polimorfismos en cada individuo se realizo un
andlisis de ligamiento por RFLPs para asignar los alelos. La tabla XXV muestra la
frecuencia de los 14 alelos encontrados en la poblacién de estudio. Los alelos mas
frecuentes fueron el alelo NAT2*5B, que es un alelo de acetilacién lenta y el alelo
NAT2*4, que es el alelo silvestre, al cual se le considera que es un alelo acetilador
rapido. Otros alelos con una frecuencia moderada fueron los alelos NAT2*6A y
NAT2*7B, ambos siendo alelos acetiladores lentos. Los alelos acetiladores lentos que se
presentaron en menor frecuencia son NAT2*5C, NAT2*5A, NAT2*6B, NAT2*6C y

NAT2*7A. Ademas de alelo NAT2*4, se presentaron en esta poblacién otros alelos
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acetiladores rdpidos que fueron NAT2*12A, NAT2*13 y NAT2*12B, que tuvieron una
frecuencia de moderada a baja.

Al comparar la frecuencia alélica encontrada en este estudio con las frecuencias
alélicas publicadas sobre hispanos y otros grupos étnicos (tabla II), se observan
variaciones con respecto a nuestra poblacién de estudio. Como se observa en la tabla I
para la variaciones alélicas NAT2*5A/B/C en los grupos indigenas se identificé una baja
frecuencia de estos alelos (2% y 10%), ¥ en grupo hispano se presenta una frecuencia
relativamente alta (28%), mientras que en nuestro estudio se observa una frecuencia
mayor (35.5%). En otro estudio realizado por Vargas y cols.”® en una poblacién
colombiana, se encontré una frecuencia de 44.4%, la cual es similar a la reportada para
los caucésicos (43% a 46%),”'® pero mayor a la observada en nuestra poblacién. Para
la variaciones alélicas NAT2*6A/B/C se ha reportado una baja frecuencia para los
indios americanos (0% y 3.5%)'°'2 y en una poblacién colombiana (3.9%).”® En
cambio, 1a tabla II muestra que para el grupo de hispanos la frecuencia es de un 18%, la
cual es similar a la que encontramos en este estudio de un 14.9%. Esta frecuencia es
menor a la reportada para grupos caucésicos (26% a 31%) y Asiaticos (22% a 36%). En
la tabla II ambos grupos indigenas presentan una mayor frecuencia de las variaciones
alélicas NAT2*7A/B (24% y 21%), mientras que en el grupo caucdsico se presenta en 1
a 2 %, en el grupo asiatico su frecuencia es de un 10% a 18% y en los aborigenes de
Australia hasta un 40%. Sin embargo en los hispanos podemos ver que la frecuencia es
de un 14%, similar a la encontrada por nosotros de un 12%, aunque en algunas
poblaciones hispanas como la colombiana® se hallé una frecuencia de 36.7%. Las
variaciones alélicas NAT2*14A/B que se muestran en la tabla II tienen una frecuencia

similar (0% a 1%) a las encontradas en nuestro estudio (0%), a excepcién de los grupos
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Afroamericanos y Africanos, donde la frecuencia es mayor (8% y 9%); por lo cual, estos
alelos se consideran exclusivos de la raza negra.

En un estudio® donde evaluaron 137 individuos para determinar la actividad
fenotipica de la N-Acetiltransferasa en hispanos, mediante la medicién de los
metabolitos urinarios de la cafeina, se encontraron un 29.9% de acetiladores lentos, un
56.93% de acetiladores intermedios y un 13.13% de acetiladores rapidos. El resultado
que se aproxima es el de los acetiladores rapidos con un 14.4%, los acetiladores lentos
(40.4%) es mayor con un 10.1% y los acetiladores intermedios (45.2%) es menor con un
10.93%.

Se encontré un alelo que no esta reportado en la nomenclatura de NAT2, pero
que ya se encuentra reportado por Myron Gross y cols.>, proponiendo el nombre de
NAT2*13B. Al igual que en es¢ estudio la presencia de este alelo fue muy baja de
0.48%. Otro alelo que no se encuentra reportado se encontrd en este estudio, el cual se
compone de la siguiente combinacion de polimorfimos: G590A, C759T y A803G. Este
alelo podria ser un genotipo acetilador lento debido a que posee el polimorfismo G590A,
el cual en estudios in vitro e in vivo se comporta como un fenotipo acetilador lento, sin
embargo habrd que demostrarlo en un estudio farmacologico.

Por tltimo cabe decir que existen diferencias entre los grupos €tnicos y también
entre los individuos de cada grupo étnico, por lo tanto el comportamiento frente a
medicamentos, agentes carcinogénicos y otros metabolitos que sean acetilados por esta

enzima, va a ser diferente entre grupos étnicos y entre diferentes individuos dentro estos

grupos.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El genotipo acetilador més comun fue el intermedio con un 46%, seguido por el

lento con un 40% y finalmente el genotipo acetilador rapido con un 14%.

Los alelos mas frecuentes en nuestra poblacién de estudio fueron el alelo
NAT2#*5B, el cual es un alelo con un genotipo acetilador lento y el alelo NAT2*4, que

es ¢l alelo silvestre y que tiene un genotipo acetilador répido.

Nuestros datos sobre el genotipo varian a los reportados para las poblaciones
hispanas en los alelos NAT2*4, el cual se encuentra en menor frecuencia y el alelo
NAT2*35 que su frecuencia es mayor a la reportada. Mientras que los alelos NAT2*6 y

NAT2*7 sus frecuencias son ligeramente menores a las reportada.

Se encontr6é una combinacién de polimorfismos que no esta reportada (GS90A,

C759T y A803G).
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