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RESUMEN

La pandemia de influenza A HIN1 2009 tuvo su origen en México y fue causada
por un virus de ARN identificado como virus influenza A/California/04/2009 (H1N1);
para su tratamiento y profilaxis los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos de América autorizaron y recomendaron el uso de
oseltamivir. Este farmaco es transportado al interior/exterior de las células por la
glicoproteina-P (gp-P) vy el transportador de oligopéptidos (PepT1), y dentro de las
células es metabolizado por esterasas hepaticas a la forma activa como carboxilato de
oseltamivir. El transportador gp-P esta codificado por el gen ABCBL, el cual presenta
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) tales como el G2677T/A (rs2032582),
C1236T (rs1128503), C/T en el intrén 3 (rs3789243). El transportador PepT1 esta
codificado por el gen SLC15A1 y se ha reportado solo el polimorfismo Serll7Asn
(rs2297322). La biodisponibilidad del oseltamivir puede verse influenciada por las
variantes genéticas presentes en los trasportadores de individuos sometidos a tratamiento
con este farmaco. Algunos de estos polimorfismos también han sido relacionados con
otras caracteristicas clinicas relevantes, como lo es la susceptibilidad a desarrollar cancer
colorectal, colitis ulcerativa, y efectos neuropsiquiatricos por oseltamivir. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de 383
muestras de DNA gendmico de pacientes adscritos al Instituto Mexicano del Seguro
Social radicados en el noroeste de México, a los cuales se les administrd el farmaco
oseltamivir. El andlisis genético se llevo a cabo utilizando sondas TagMan® en sistemas
de PCR en tiempo real 7500 Fast de Applied Biosystems. Se observd que en la
poblacién del noreste de México estan presentes todos los polimorfismos evaluados en
el presente trabajo y éstos mostraron diferencias altamente significativas con respecto a
otras poblaciones previamente estudiadas. La frecuencia del alelo mutante para los
SNP’s del gen ABCBL1 fueron las siguientes, para el SNP C/T del intrén 3 fue de 0.44,
para el SNP C1236T fue de 0.37 y para el SNP G2677A/T fue de A=0.08, T=0.26; para
el SNP Ser117Asn del gen SLC15A1 fue de 0.34. Ademas, se obtuvieron 55 haplotipos,
combinaciones de los polimorfismos estudiados, algunos de los cuales requieren
atencion puesto que permitirian determinar la susceptibilidad o predisposicion para
algunas manifestaciones clinicas por efecto del farmaco oseltamivir u otros
medicamentos sustrato de los transportadores gp-P y PepT1. Con este proyecto se inicia
una base de datos que nos proporcionara la composicion de las variantes genéticas
presentes en el noreste de México y la cual contribuira al inicio de la implementacion de
la medicina personalizada en nuestra poblacion.
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ABSTRACT

The pandemic influenza A HIN1 2009, originated in Mexico, was provoked by
an RNA virus identified as A/California/04/2009 (H1N1) influenza virus. For treatment
and prophylaxis, the Centers for Disease Control and Prevention of United States of
America recommended the use of oseltamivir. This drug is transported into/out of cells
by P-glycoprotein (P-gp) and the oligopeptide transporter (PepT1). Inside the cells,
oseltamivir is metabolized by hepatic esterases to the active form as oseltamivir
carboxylate. The P-gp transporter is encoded by the ABCB1 gene, which have single
nucleotide polymorphisms (SNPs) such as G2677T/A (rs2032582), C1236T
(rs1128503), C/T in intron 3 (rs3789243). The PepT1 transporter is encoded by the gene
SLC15A1 and only Ser117Asn (rs2297322) polymorphism has been identified. The
bioavailability of oseltamivir may be influenced by transporters gene variants in
individuals undergoing treatment with this drug. Some of these polymorphisms have
also been linked with other relevant clinical findings, such as susceptibility to colorectal
cancer, ulcerative colitis, and neuropsychiatric effects by oseltamivir. Therefore, the
objective of this study was to determine the genotype and allelic frequencies of 383
genomic DNA samples from patients belonging to the Mexican Social Security Institute
at northeast of Mexico. Patients received oseltamivir treatment during influenza
outbreak. The genetic analysis was performed with TagMan® probes using real time
PCR assays in 7500 Fast systems. The results showed that the population at northeast of
Mexico have all polymorphisms evaluated in this study, and results showed significant
differences with respect to other previously studied populations. The mutant allele
frequency for ABCB1 gene SNPs were the following, to the C/T intron 3 was 0.44, for
the C1236T was 0.37 and for the G2677A/T was A = 0.08, T = 0.26; the SNP
Serl17Asn of SLC15A1 gene was 0.34. Furthermore, the data grouped 55 different
haplotypes, some of them requiring attention due to their association with the
susceptibility or predisposition to diseases or side effects by drugs, as oseltamivir. This
study contributes to the start of a genomic database at northeast of Mexico and could
permit the implementation of personalized medicine in our population.

XV



1. INTRODUCCION

La pandemia mas reciente de influenza A H1N1 tuvo su origen en México y se
presento a finales de marzo de 2009; ésta fue causada por un virus de ARN perteneciente
a la familia Ortomyxoviridae, y posteriormente fue clasificado como virus de influenza
A/California/04/2009 (H1N1). La clasificacion H1IN1 se le otorgé debido a las 2
principales proteinas de superficie, la hemaglutinina (H) y la neuroaminidasa (N), de las
cuales se han identificado varios tipos. Para el diagnostico de la influenza A HLIN1 2009,
los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos de
América (CDC) establecieron un ensayo de RT-PCR en tiempo real para la deteccion
cualitativa del virus. En México y todo el mundo, para el tratamiento de influenza se
utilizé un inhibidor de neuroaminidasas, el farmaco oseltamivir, el cual fue aprobado por
la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés), y ademas
esta recomendado por los CDC como profiléctico. El farmaco oseltamivir se administra
por via oral, es absorbido en el tracto gastrointestinal y es transformado mediante las
carboxilesterasas hepaticas a su forma activa, el carboxilato de oseltamivir. Una vez
transformado, el carboxilato de oseltamivir se distribuye a diferentes areas del cuerpo,
como son el tracto respiratorio, oido medio, mucosa nasal y pulmones. Como la mayoria
de los farmacos, el oseltamivir estid asociado con efectos adversos, los cuales por lo
general son leves y transitorios, como las nauseas y el vomito, aunque también se ha
observado en los pacientes insomnio, vértigo, confusion mental, convulsiones, arritmia
cardiaca, y algunos eventos neuropsiquiatricos como delirios o trastornos de la

percepcion. Dentro de las principales proteinas involucradas en el transporte del farmaco



oseltamivir se encuentran la glicoproteina-P (gp-P) y el transportador de oligopéptidos
(PepT1).

Existen diversas variaciones en los genes ABCB1 (gp-P) y el gen SLC15A1
(PepT1) que codifican a estas proteinas transportadoras; estas variaciones también
Ilamadas polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs, ocurren en regiones codificantes
y no codificantes, las cuales pueden alterar la funcion de las proteinas. Estas variaciones
han permitido inferir el efecto y/o la biodisponibilidad de los farmacos. El objetivo del
presente trabajo fue determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de algunos
polimorfismos presentes en el gen ABCB1 (G2677T/A, rs2032582; C1236T, rs1128503;
CIT en el intrén 3, rs3789243) y en el gen SLC15A1 (Serll7Asn, rs2297322) en
derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social que radican en el noroeste de

México, a los cuales se les administrd el farmaco oseltamivir.



2. HIPOTESIS

Las variantes polimorficas G2677T/A, C1236T y C/T en el intron 3 para el gen
ABCB1 y Ser117Asn del gen SLC15A1 estan presentes en la poblacion del noreste de
Mexico.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los transportadores del

farmaco oseltamivir, utilizado en el brote pandémico de influenza A HIN1, en una

poblacién del noreste de México.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del gen ABCBL, que codifica para

el transportador glicoproteina P, en una poblacién del noreste de México.

2) Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del gen SLC15A1, que codifica

para el transportador PEPT1, en una poblacion del noreste de México.

3) ldentificar los haplotipos predominantes a partir del analisis de los genes ABCB1 y

SLC15A1 en la poblacion del noreste de México.



4. ANTECEDENTES

4.1. La influenza A HIN1

La influenza, llamada comdnmente gripe, es una infeccion del tracto respiratorio
superior y es causada por un tipo de virus que puede ser transmitido a traves de gotitas
en aerosol, las cuales son emitidas al toser, al estornudar o simplemente al hablar, o
también cuando una persona entra en contacto con una superficie contaminada y después
se lleva las manos a la boca o nariz. Por lo general, la influenza es una enfermedad
comun y suele observarse como un simple resfriado, sin embargo, en individuos que se
encuentran inmunocomprometidos pueden llegar a presentar graves complicaciones,
incluso hasta fatales (Thorlund, 2011). El virus de influenza tiene una alta tasa de
mutacion, por lo que constantemente se puede observar la aparicion de nuevas variantes
que pueden generar pandemias.

A lo largo de la historia se han presentado 4 pandemias de influenza: en el afio de
1918 (influenza A H1N1), la siguiente se present6 en 1957 (influenza A H2N2), después
en el afio 1968 (influenza A H3N2), y la ultima en el 2009 (influenza A H1IN1). La
primera pandemia de influenza en 1918 ha sido considerada como la mas seria, pues
llego a reportarse una mortalidad superior a los 50 millones de personas en todo el
mundo. Esta pandemia tuvo su origen en Espafia, por lo que fue conocida como “la
influenza espafiola”, y fue provocada por el virus de la influenza A HIN1 (Belshe,
2005). Respecto a la cuarta epidemia, a finales de marzo de 2009, en México se reporto
la aparicion de un nuevo virus de influenza A HIN1 que dio origen a la nueva pandemia
de influenza del milenio (C.D.C., 2009b, WHO, 2009b). Este brote se origind en el
poblado de La Gloria, en el estado de Veracruz (L6pez, 2009).



4.2. Caracteristicas del virus

El virus de la Influenza A HIN1 pertenece a la familia Ortomyxoviridae (Al-
Muharrmi, 2010), contiene un genoma formado por 8 segmentos de ARN negativo, que
codifica para 11 proteinas distintas (Figura 1). El virus que provocé la epidemia en 2009
fue clasificado como virus de influenza A/California/04/2009 (H1N1). La clasificacion
de influenza A H1N1 se le otorga debido a la antigenicidad de las 2 principales proteinas
de superficie, la hemaglutinina (H) y la neuroaminidasa (N), de las cuales, hasta la fecha

se han identificado 16 hemaglutininas y 9 neuroaminidasas (Sullivan, 2010).

A la fecha se han identificado otros tipos de virus de la influenza A, algunos de
los cuales han causado pandemias de influenza, entre estos se encuentran el virus de la
influenza A HIN1, HIN2, H2N2 y H3N2 (McCaughey, 2010); otro virus de influenza A
importante de mencionar es el virus de influenza A H5N1, el cual a pesar de ser un virus
exclusivo de las aves (influenza aviar) a partir del 2003 se comenzd a presentar en
humanos, llegando a ocasionar hasta 600 casos en 15 paises de Asia, Africa, Europa y el
Cercano Oriente; en el 2011 se presentaron 62 casos y 34 muertes de influenza A H5N1

en seres humanos en 5 paises (Flu.gov, 2012a).
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Figura 1. Diagrama estructural del virus de influenza A HIN1. Se
sefialan las proteinas principales que componen al virus. (Sullivan et al
2010)

Aunque México fue el epicentro de la influenza A HIN1, rapidamente
comenzaron a observarse casos de infeccion por el virus en otros paises, incluyendo a
los Estados Unidos de América (C.D.C., 2009b, WHO, 2009b). Gracias a la cooperacion
internacional entre las autoridades de salud publica y cientificas de los Estados Unidos
de América, Canada y México, se logré la rapida identificacion de esta nueva cepa del
virus (Del Rio, 2010). En muy poco tiempo, este virus se propag6 por todo el mundo, y
el 11 de junio de 2009 la Organizacién Mundial de la Salud otorgd a esta enfermedad el
estatus de pandemia (Del Rio, 2010) debido a la presencia probada en un total de 74
paises. En reportes publicados por los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), se estimé que entre abril del 2009 y abril del 2010 los casos de influenza
llegaron a presentarse en cerca de 89 millones de personas, presentdndose ademas cerca
de 18,300 muertes relacionada a la influenza A H1N1 (Flu.gov, 2012b).



4.2.1. Periodo de incubacion y caracteristicas clinicas

El periodo de incubacion del virus de la influenza A HIN1 2009 es
aproximadamente de 1.5-3 dias, lo cual es muy similar al periodo de incubacion de la
influenza estacional (Cauchemez et al., 2009, Lessler, 2009, Yang et al., 2009). Sin
embargo, se ha observado que en una minoria de pacientes el periodo de incubacion
puede llegar a extenderse hasta 7 dias (Writing Committee of the et al., 2010). La
sintomatologia clinica que caracterizé a la influenza A HIN1 2009 es muy similar a la
observada en la gripe estacional (Belshe, 2009), y de acuerdo a los CDC, la
sintomatologia incluye fiebre, tos, dolor de garganta, dolores corporales, dolor de cabeza
y escalofrios (Merk, 2010, Thiebaut, 1987). Ademéas se ha reportado que algunos
pacientes pasan a un estado critico debido a la progresion de la enfermedad hacia las
vias respiratorias inferiores y la presencia de patdgenos oportunistas causantes de
neumonia (Patel, 2010).

En México, el Instituto Mexicano del Seguro Social reportd los signos y sintomas
observados en la poblacion mexicana que acudié a consulta durante la epidemia, siendo
los principales, en casos sospechosos y confirmados, fiebre, cefalea, tos, insuficiencia
respiratoria y rinorrea, (Tabla 1).



Tabla 1.

Datos clinicos identificados en pacientes mexicanos con influenza A HIN1
Abril — mayo 2009

Casos confirmados Casos sospechosos
% %
Tos 88.9 Fiebre 83.3
Cefalea 83.3 Tos 78.7
Fiebre 82.9 Cefalea 66.3
Insuficiencia respiratoria ~ 79.2 Insuficiencia respiratoria ~ 63.2
Rinorrea 74.0 Rinorrea 62.6
Odinofagia 70.6 Postracién 58.9
Mialgias 68.6 Dolor toracico 47.5
Disnea 64.9 Mialgias 56.8
Dolor toracico 63.8 Acrtralgias 52.2
Artralgias 56.0 Odinofagia 55.4

Fuente: Coordinacién de Vigilancia Epidemioldgica y Apoyo a Contingencias, IMSS, mayo 13,
2009 (Coordinacion de Vigilancia Epidemioldgica, 2009).

Por otra parte, referente a las co-infecciones, en un estudio post-mortem de
pacientes infectados con el virus de la influenza A HIN1 2009 se encontré la presencia
de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, S. aureus, S. mitis o
Haemophilus influenzae (C.D.C., 2009a).

Otra de las caracteristicas de la influenza pandémica es que se presento
principalmente en adolescentes y adultos jovenes, quienes tuvieron una tasa muy alta de
hospitalizacion, y muchos de ellos ingresaron a cuidados intensivos, esto probablemente
debido a que las personas menores de 30 afios tenian poca presencia de anticuerpos que
los protegiera de una infeccion por influenza A HIN1. Estudios recientes han
confirmado que una parte de los adultos mayores presentan anticuerpos que tienen
reaccion cruzada contra el virus de la influenza pandémica del 2009, presumiblemente
como resultado de la anterior exposicion a las cepas de A H1IN1 circulantes alrededor de
1957 (Mclintosh, 2010).



4.2.2. Diagnostico molecular

Para el diagnostico del virus de la influenza A HIN1 2009, los CDC
establecieron un protocolo para la deteccidon y caracterizacion de la Ilamada también
gripe porcina; esta metodologia tiene como principio un ensayo de RT-PCR en tiempo
real para la deteccion cualitativa de este virus en muestras respiratorias. Las muestras
que se utilizan en el ensayo incluyen: lavado bronquio-alveolar, traqueal, nasofaringeos
entre otros. En este ensayo de RT-PCR se utilizan sondas y primers para la deteccion
universal del virus de la influenza tipo A, asi como para detectar especificamente todos
los virus de influenza porcina tipo A y ademas para detectar el subtipo H1 de la
influenza porcina (WHO, 2009a). Se incluye ademas la deteccion del gen ribonucleasa P

humana como control del proceso de extraccién de los acidos nucleicos.

4.3. Tratamiento farmacol6gico

Cuando en el 2009 se presento la pandemia de influenza A HIN1 fue necesario
establecer un tratamiento efectivo contra este virus. La FDA aprobd dos clases de
farmacos antivirales: los bloqueadores de canales de iones y los inhibidores de la
neuroaminidasa para su uso en el tratamiento en las infecciones por virus de la influenza.
En el primer caso, los adamantanos, especificamente amantadina y rimantidina, fueron
declarados no aptos como tratamiento para esta pandemia pues los CDC reportaron
resistencia farmacologica del virus de influenza HIN1 2009 a esta clase de farmacos
(C.D.C., 2010b). Por otra parte, los inhibidores de la neuroaminidasa que han sido
aprobados por la FDA son 2, el zanamivir, comercialmente conocido como Relenza®,
producido por GlaxoSmithKline, y el oseltamivir, llamado comercialmente Tamiflu® y
producido por Hoffman-Roche Ltd. Los inhibidores de la neuroaminidasa actdan en la
ultima fase de la replicacion viral, ya que estos inhiben a la enzima neuroaminidasa, la
cual se encarga de romper los residuos de acido sialico de los nuevos viriones, lo que les
permite ser liberados y asi poder infectar a células nuevas (Hetero Drugs, 2012,
McNicholl, 2001, Kamps, 2006). En estudios clinicos se ha demostrado que la
inhibicion de la neuroaminidasa reduce la gravedad y la duracion de los sintomas en

personas con influenza (Oxford, 2005).
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El farmaco zanamivir ha sido considerado poco efectivo para el tratamiento de la
influenza A HIN1 2009, ya que su administracion es por inhalacién como polvo seco, lo
cual limita su uso en nifios. EI farmaco zanamivir solo es recomendado para personas
mayores de 7 afos, y como profilactico para nifios mayores de 5 afios (Bardsley-Elliot,
1999, Shigeta, 1999). EIl farmaco oseltamivir puede ser administrado en forma oral a
partir de un afio de edad, ya sea como tratamiento o como profilactico. Se ha observado
que el uso del zanamivir no es recomendado para personas que presenten enfermedades
respiratorias como el asma (WHO, 2011), pudiendo ser éstas algunas de las causas por
las cuales el oseltamivir fue el tratamiento recomendado y utilizado para la influenza A
H1N1 2009.

La dosis recomendadas de oseltamivir es de 75 mg dos veces al dia como
tratamiento, y 75 mg una vez al dia como profilactico, en ambos caso por cinco dias
(C.D.C., 2010a). Una vez que el oseltamivir es administrado por via oral, es absorbido
en el tracto gastrointestinal y transformado (Figura 2) mediante las carboxilesterasas
hepaticas a su forma activa, el carboxilato de oseltamivir (Dutkowski, 2003). Una vez ya
como carboxilato de oseltamivir, éste se distribuye por todo el cuerpo a diferentes areas,
como son el tracto respiratorio, oido medio, mucosa nasal y pulmones (Kamps, 2006,
Bardsley-Elliot, 1999, Roche, 2008, Schirmer, 2009, Doucette, 2001). La eliminacion
del carboxilato de oseltamivir en adultos es de aproximadamente de 6 a 8 horas,
mientras en nifios se ha reportado que el tiempo de eliminacién es de hasta 13 horas
(Barrett, 2001). En el caso de individuos con falla renal el tiempo de eliminacién se
incrementa hasta 36 horas (Robson, 2006).
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Figura 2. Ruta de transformacién de oseltamivir. Se muestran las estructuras
guimicas de oseltamivir y su transformacion por efecto de la carboxilesterasa 1
hepatica a carboxilato de oseltamivir. (He G, 1999)

4.3.1. Efectos adversos al tratamiento por oseltamivir

El oseltamivir esta asociado a efectos adversos, los cuales por lo general son
leves y transitorios. Los efectos mas comunes son las nauseas y el vomito, los cuales se
presentan en el 10% de los pacientes, aunque también se ha reportado insomnio, vértigo,
confusion mental, convulsiones, arritmia cardiaca entre otros, estos Ultimos en un
porcentaje menor al 1% (Luna, 2010). Otros efectos adversos que pueden presentarse
son diarrea, dolor abdominal, erupcién cutanea, hinchazon de la cara o la lengua, y dolor
de cabeza (Roche, 2008, Schirmer, 2009, Kamps, 2006). En algunos estudios se han
documentado otros efectos adversos por la administracion de oseltamivir, sobre todo en
nifios y jovenes, donde se reportaron eventos neuropsiquiatricos durante la
administracion del oseltamivir en Jap6n, Estados Unidos y en menor escala en otros
paises. Aunque en la mayoria de los reportes de efectos neuropsiquiatricos han sido en
poblaciones pertenecientes a Japon, se comenta que dichos efectos son mas comunes en
nifos de 16 afios de edad que en adultos, y generalmente ocurren dentro de las 48 horas
después del inicio del tratamiento, presentandose principalmente delirios o trastornos de
la percepcion (Toovey, 2008, Jamieson, 2009, Fuyuno, 2007). También se ha
mencionado, en otros estudios, que la aparicion repentina de efectos adversos
neuropsiquiatricos después de la administracion de dosis normales y dosis altas de
oseltamivir ha tenido como resultado varias muertes (Hama, 2008, Edwards, 2006,
Hama, 2007).
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De manera relevante, los efectos neuropsiquiatricos que se han relacionado con
la administracion del oseltamivir, no han sido reportados en los afios recientes con la
epidemia de influenza A HIN1. En el afio 2005 se reportd un incremento en la aparicién
de dichos efectos en una poblacion pediatrica, en Japon, donde se presentaron la mayoria
de estos eventos. También se han documentado casos en otros paises como Estados
Unidos de América, Francia y Reino Unido (Toovey, 2008).

4.4. Transportadores del fArmaco oseltamivir

Dentro de las principales proteinas involucradas en el transporte del farmaco
oseltamivir se encuentra la glicoproteina-P (gp-P) y el transportador de oligopéptidos
(PepT1). Las generalidades y la asociacion de estos transportadores con el farmaco

oseltamivir, dependiente de las variantes genéticas, se detallan a continuacion.

4.4.1. La glicoproteina P

La gp-P funciona como bomba extractora al exportar farmacos citotdxicos al
ambiente extracelular. La gp-P estd codificada por el gen ABCBI1, tiene un peso
molecular de 170 kDa, se localiza en la membrana plasmaética y es dependiente de ATP
(Ruiz, 2002, Rosenberg, 1997, Lum, 1993, Kaye, 1988, Nuti, 2000, Booth, 2000). El gen
ABCBL1, también conocido como MDR1 (Ueda, 1986), se localiza en el brazo largo del
cromosoma 7, banda 21.1, y consta de 28 exones (Sakaeda, 2003, Stouch, 2002, Nobili,
2006, Mathney, 2001). El gen transcribe un mARN de 4.7 Kb (Sakaeda T, 2003b, Chin,
1989, Sakaeda, 2003). EI gen ABCB1 ha sido uno de los genes mas ampliamente
estudiado, probablemente a que presenta fuertes implicaciones clinicas. Se ha mostrado
que la gp-P se encuentra en la membrana plasméatica como dimero formado por dos
unidades homélogas unidas entre si, cada una de ellas presentan 6 dominios hidrofobicos
transmembranales (Harris, 1992, Roninson, 1992, Azzaria. M, 1989) los cuales estan
dispuestos en tres pares y se encuentran asociados con un dominio hidrofilico carboxilo-
terminal. EI dominio carboxilo-terminal contiene la secuencia consenso de union e
hidrolisis del ATP (Harris, 1992, Biedler, 1992, Gros, 1986), y este mismo dominio
conforma parte de las estructuras que son las que se encargan de formar un canal por el

cual atraviesan los farmacos que la célula exporta hacia el medio extracelular (Figura 3).
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Se ha reportado que la gp-P se expresa en diferentes tejidos como el intestino delgado y
grueso, higado, rifidn, sangre entre otros, y se ha visto que los niveles mas altos de
expresion de esta glicoproteina se encuentran en endotelio capilar cerebral, el cual
comprende la barrera hematoencefalica (Sakaeda T, 2003a, Rebecchi, 2009, Thiebaut,
1987, Cordon-Cardo, 1989, Sakaeda, 2003).

ACIIRD ANIA
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Figura 3. Conformacion esquematica de la glicoproteina P. Se
muestran los dominios carboxilo-terminal de union e hidrolisis al
ATP, la region hidrofobica embebida en la membrana plasmatica y
su dominio extracelular modificado por carbohidratos (Ruiz,
2002).

La gp-P pertenece a la superfamilia de genes ABC (ATP-Binding Cassette, por
sus siglas en inglés), las cuales codifican para proteinas transportadoras. En humanos se
han identificado 48 transportadores ABC (Dean, 2001) que transportan iones, azucares,
aminoacidos, péptidos, proteinas, toxinas y farmacos (Tirona, 2002). Mas
especificamente, la gp-P realiza diferentes funciones dependiendo del sitio donde se
ubique, por ejemplo, la gp-P se localiza en la superficie de la mucosa del tracto

gastrointestinal, duodeno, ileon y yeyuno, donde su papel pudiera estar encaminado a
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prevenir la concentracion o el acumulo de sustancias toxicas (Sparreboom, 1997, Van
Asperen, 1998, Thiebaut, 1987); por otra parte, la gp-P que se expresa en el higado y en
el rifidn podria ser la responsable de la secrecion de agentes o sustancias xenobidticas
hacia la bilis y la orina, respectivamente (Thiebaut, 1987, Schinkel, 1994). Otro lugar
donde se localiza la gp-P es en la barrera hematoencefalica, donde su funcion estaria
encaminada a prevenir el aumento en la acumulacion de sustancias toxicas en el cerebro
(Schinkel, 1994, Borst, 1993, Schinkel, 1996, Schinkel, 1995, Van Asperen et al., 1997,
Van Asperen, 1998). También se ha reportado que la gp-P se expresa en células madre
de la medula 6sea, en donde puede estar protegiendo a estas células de sustancias
toxicas, y ademas de estar involucrada en transporte de algunos factores de crecimiento,
asi como también de la liberacion de citocinas producidas por estas células (Gupta,
1993). Algunos autores ademéas han sugerido que la citotoxicidad de las células NK
(Natural Killers, por su siglas en inglés) requieren la presencia y funcionalidad de la gp-
P para que exista el flujo de salida de los productos liticos, necesarios para el
cumplimiento de la funcion de estas células, pues en la evidencia experimental ha
demostrado que la inhibicion de la gp-P en estas células resulta en la disminucion de la
citotoxicidad de las células NK (Yamashiro, 1998, Chong, 1993). Algunas de las
funciones mencionadas y otras relacionadas a la gp-P se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2.

Localizacién y posible funcion de la gp-P en diversos 6rganos o tejidos

Organo o
Tejido

Localizacion subcelular

Posible(s) funcién(es)

Yeyuno, ileon,
colon

Higado
Rifion
Pancreas
Pulmoén

Corazon

Glandula
suprarrenal
Cerebro
Testiculos

Utero

Medula 6sea

Células del
sistema inmune

Superficie Mucosa

Superficies biliares caniculares de los
hepatocitos y las superficies apicales
de las células que recubren los ductos
biliares pequefios
Superficies apicales de las células
epiteliales del tubulo proximal
Superficies apicales de las células
epiteliales que revisten los ductos
pequefios
Endotelio capilar
Membranas endoteliales luminales
de las arteriolas y capilares
cardiacos
Superficies de las células en la corteza
y la médula
Endotelio capilar
Capilares

Placenta

Células madre hematopoyéticas

Células naturales asesinas (NK)
Linfocitos B
Células T CD4
Células T CD8

Prevencidn de la captacion y la
facilitacion de la excrecion a través
de la mucosa

Excrecion de xenobiodticos en la bilis

Excrecion de xenobioticos en la orina

Desconocido

Desconocido

Proteccion contra la toxicidad
cardiaca de ciertos farmacos

Secrecion de cortisol y aldosterona en
la corteza
Proteccién contra sustancias toxicas
Proteccion contra sustancias toxicas
Proteccién del feto contra sustancias
téxicas
proteccion contra sustancias toxicas;
un papel en la diferenciacion y la
proliferacion de las células madre,
influyendo sustancias reguladoras;
secrecion de ciertos factores de
crecimiento y citocinas
Toxicidad mediada por células NK
Desconocido
Secrecion de citocinas
Secrecion de moléculas citotdxicas

Fuente: Sanjay et al. (Sanjay, 2004)

Se ha determinado que la gp-P juega un papel muy importante en la proteccion

neuroldgica, desintoxicacion del cerebro y sobre todo en mantener la homeostasis del

sistema nervioso central (Schinkel, 1999, Schinkel and Jonker, 2003). El hecho de que
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ocurra una alteracion genetica donde la proteina no sea funcional puede resultar en un
incremento en la acumulacion de los sustratos especificos para la gp-P, vy
consecuentemente esto ocasionaria serios dafios en el cerebro. Aunado a esto, el
oseltamivir ha sido considerado uno de los sustratos de la gp-P maés relacionado con las
reacciones neuropsiquiatricas y al comportamiento suicida en adolescentes (lzumi,
2007). Se han realizado estudios donde se corrobora que el oseltamivir pertenece a los
sustratos de la gp-P y que niveles bajos en la actividad de esta proteina puede dar lugar
al aumento de la acumulacion de oseltamivir en el cerebro, y esto podria a su vez causar
los efectos en el sistema nervioso central que han sido observados en algunos pacientes
(Morimoto, 2008). Por otra parte, estudios en modelos animales han demostrado que la
ausencia de la gp-P aumenta los niveles de acumulacion de muchos farmacos en el
cerebro (Schinkel, 1994, Borst, 1993, Schinkel, 1996, Schinkel, 1995, Huisman, 2001).

4.4.1.1. Polimorfismos genéticos en el gen ABCB1

Uno de los cambios o variaciones mas frecuentes, a nivel molecular, que se
pueden presentar en las poblaciones humanas son los cambios de un nucle6tido en la
secuencia genémica. Estos cambios son conocidos como polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés de Single Nucleotide Polymorphism) vy se
observan en una frecuencia de 1 en cada 1000 pares de bases en el genoma humano
(HapMap, 2005). Si el SNP ocurre en regiones codificantes pueden ocasionar un cambio
en la secuencia aminoacidica de la proteina, y con ello alterar su funcién (Botstein,
2003). Diversos estudios han logrado la identificacion de 76 SNPs en el gen ABCB1, de
los cuales 47 cambian la composicion aminoacidica y los 29 restantes son considerados
como silenciosos (Ristemoglu, 2011).

Los SNPs del gen ABCB1 con una relacion clinica mas relevante son C3435T,
G2677T/A, C1236T y la variacion Citocina/Timina en el intron 3, entre otros.

4.4.1.1.1. Polimorfismo G2677T/A en el gen ABCB1

El polimorfismo G2677T/A es uno de los méas estudiados, y se encuentra
presente en el exon 21 (Schwab, 2003, Sakaeda T, 2003a, Sakaeda, 2003). Su registro en
la base de datos de SNP es rs2032582. Este SNP consiste en un cambio de guanina, que
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es considerado el nucledtido ancestral, ya sea por timina o por adenina, lo que a su vez
provoca un cambio en el aminoacido de alanina por serina o treonina, respectivamente
(Balcerczak, 2010). La evidencia experimental ha mostrado que la mutacion G2677T
estd asociada a otro polimorfismo clave del gen MDR1, el SNP C3435T, el cual se ha
relacionado con la reduccién de la capacidad de la gp-P en cuanto a su capacidad
transportadora (Ameyaw Mm, 2001, De la Haba-Rodriguez, 2011, Ameyaw, 2001).
Otros estudios, por el contrario, han demostrado que la gp-P muestra una alta actividad
cuando se presenta el SNP G2677A (Yi, 2004). Algunas de las enfermedades o
circunstancias clinicas en las que ha sido abordado el efecto del SNP G2677T/A son
estudios que lo relacionan con efectos neuropsiquiatricos (Arnaud, 2011), cancer
colorectal (Osswald, 2007), obesidad (Ichihara, 2008), respuesta clinica al farmaco
antidepresivo paroxetina (Kato, 2008), y en la leucemia linfoblastica aguda (Urayama,
2007). Ademaés, multiples reportes han determinado las frecuencias genotipicas y
alélicas de este polimorfismo en diferentes poblaciones, como lo son en la poblacion

europea, afroamericana, africana y mexicana (N.C.B.1., 2012b).

4.4.1.1.2. Polimorfismo C1236T en el gen ABCB1

El polimorfismo C1236T se encuentra en el ex6n 12 del gen ABCB1, y es
considerado como un polimorfismo que no ocasiona un cambio de aminoéacido,
manteniéndose el aminoacido glicina (Rustemoglu, 2011), ya que este polimorfismo
ocupa una posicion denominada de “bamboleo” en la tercera base del codén (Schwab,
2003). Su efecto se ha relacionado con un plegamiento anormal de la proteina, ademas
que existe una hipdtesis acerca de la presencia de codones raros 0 poco comunes pueden
afectar la insercion de la gp-P en la membrana (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). Su nimero
de referencia en la base de datos de SNPs es rs1128503. Este SNP se ha agrupado por su
segregacion conjunta con los polimorfismos C3435T y G2677T/A en poblaciones
euroamericanas, afroamericanas y asiaticas (Tanabe, 2001, Kim, 2001, Ameyaw Mm,
2001, Ameyaw, 2001). A este SNP se le ha relacionado con diversas manifestaciones
clinicas, como lo son epilepsia (Oros, 2011), leucemia mieloide aguda (Scheiner, 2012),
asi como con reacciones adversas en el tratamiento del cancer colorectal (Gonzalez-

Haba, 2010), entre otras. Las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
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C1236T se ha estudiado en una diversidad de poblaciones, en la que se encuentran la
europea, la asiatica, la africana, la hispana y, particularmente, la poblacion mexicana
(N.C.B.1., 2012a).

4.4.1.1.3. Polimorfismo Citocina/Timina en el intron 3 del gen ABCB1

El Polimorfismo rs3789243, es una variacion genémica Citocina/Timina presente
en el intron 3 del gen ABCBL, y su potencial efecto es aun desconocido (Ho, 2006,
Ostergaard, 2009). Este polimorfismo ha si poco estudiado, sin embargo a pesar de la
poca informacion que existe al respecto, se han realizado diversos estudios donde se
busca la relacion con algunas enfermedades o manifestaciones clinicas. En estos
estudios se busca relacionar el SNP con la respuesta al tratamiento de la epilepsia
(Haerian, 2011), asi como con el riesgo de padecer cancer colorectal (Andersen, 2009).
Las frecuencias genéticas y alélicas para el SNP Citocina/Timina en el intron 3 han sido
estudiadas en diferentes poblaciones tales como la europea, asiatica, africana,

afroamericana y mexicana (N.C.B.I., 2012d).

4.4.2. El transportador de oligopétidos

Como se menciond anteriormente, también el farmaco oseltamivir es
transportado por PepTl1, el cual se encuentra principalmente en la membrana del
intestino delgado (Saito, 1995) y en el rifion (Matthews, 1991). PepT1 es codificado por
el gen SLC15A1, el cual codifica para una proteina de 708 aminoacidos (Covitz, 1998)
que tiene una estructura con 12 dominios transmembranales, y sus regiones amino y
carboxilo-terminal se encuentran en la parte intracelular (Figura 4) (Covitz, 1998,
Hagting, 1997). La funcidn principal de PepT1 es la absorcion de péptidos consistentes
en 2 o 3 aminoacidos (Matthews, 1991), los cuales se derivan de la digestion de las
proteinas que se obtienen de los alimentos consumidos, participando ademas en la
reabsorcion de péptidos que se encuentran presentes en el filtrado glomerular
(Ganapathy, 1986, Ganapathy, 1994, Silbernagl, 1988). El transportador PepT1 utiliza
principalmente  un  gradiente  electroquimico de  protones localizado
transmembranalmente, el cual se mantiene por el intercambio de Na+/H+ y de donde se
obtiene energia de la ATPasa Na+/K+ (Botstein, 2003).
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Figura 4. Conformacion esquematica del transportador
de oligopéptidos o PepT1. Se observan los 12 dominios
transmembranales y una region conocida como bucle
hidréfilico extracelular asociado a carbohidratos. Se
sefialan los sitios de fosforilacion por las enzimas PKA y
PKC, los extremos amino- (NH,) y carboxilo-terminal
(COOH). (Hediger, 1994).

PepT1 también participa en el transporte de farmacos similares a algunos
péptidos, como por ejemplo los antibioticos B-lactamicos (Saito, 1995, Daniel, 2004).
Aunado a lo anterior, varios investigadores han encontrado que el PepT1, ademas de
transportar antibioticos, también tiene la capacidad de transportar profarmacos de tipo
éster, como el valaciclovir y valganciclovir (Balimane, 1998, Han, 1998, Sugawara,
2000). El oseltamivir es un profarmaco de tipo éster que se ha identificado como sustrato
del PepT1 a través del epitelio intestinal. El analisis realizado en lineas celulares
derivadas de carcinoma humano y epitelial demostraron que oseltamivir es transportado

eficientemente al interior de la célula por PepT1 (Takuo, 2009).
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4.4.2.1. Polimorfismo genético Ser117Asn en el gen SLC15A1

El gen SLC15A1, que codifica para PepT1, pertenece a la superfamilia de genes
de transportadores de solutos (SLC por sus siglas en inglés de solute carrier). Esta
familia esta integrada por mas de 300 genes (Genetics, 2012). EI gen SLC15A1 se
localiza en el brazo largo del cromosoma 13, banda 32.3 (N.C.B.1., 2012f). Al igual que
otros genes, SLC15A1 no estd exento de presentar variaciones genéticas, y uno de los
mas estudiados es el que ocurre por la sustitucion del nucle6tido citocina por timina, lo
que conduce a un cambio de aminodcido de serina por asparagina (Serl17Asn). La
sustitucion ocurre en el segundo bucle extracelular del transportador PepT1 (Zucchelli,
2009). Su numero de referencia en el banco de SNP es rs2297322. Al polimorfismo
Ser117Asn se le ha asociado con el SNP Gly419Ala debido a implicaciones funcionales
que se pudieran presentar en la funcion del transportador PepT1. Ambos polimorfismos

codifican para aminoacidos localizados en la region extracelular (Fig 5).
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Figura 5. Ubicacion de las variantes genéticas en el
transportador de oligopéptidos PepT1l. Se sefialan los
polimorfismos més comunes Serl17Asn (S117N) y el Gly419Ala
(G419A), ambos localizados en la region extracelular. (Sala-
Rabanal, 2006).
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El polimorfismo Serl17Asn ha sido evaluado en poblaciones humanas para
conocer si tiene relacion con la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa. Resultados
obtenidos de estas asociaciones han demostrado un riesgo en la susceptibilidad de
desarrollar colitis ulcerativa en poblaciones de Suecia y Finlandia (Zucchelli, 2009). A
pesar de su importancia, no existen muchos reportes acerca de las frecuencias genéticas
para este SNP, pero han sido documentados algunos en poblaciones europea, africana,
asiatica y mexicana (N.C.B.l., 2012c).
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5. METODOS

5.1. Muestras biologicas

En el presente trabajo se utilizaron 383 muestras faringeas, nasofaringeas y
secreciones bronquiales provenientes de pacientes residentes en el estado de Nuevo
Ledn, las cuales fueron recolectadas durante la pandemia de Influenza A HIN1 del 2009
(periodo comprendido de diciembre de 2009 a diciembre de 2010). Las muestran
provienen de individuos no relacionados entre si que fueron tratados
farmacoldgicamente con oseltamivir. Las muestras pertenecen al banco del Laboratorio
de Diagnostico Molecular, ubicado en el Centro de Investigacion Biomedica del Noreste

del Instituto Mexicano del Seguro Social.

5.2. Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN gendmico se llevo a cabo mediante un proceso
automatizado utilizando el equipo MagNA Pure LC 2.0 System (Roche, Mannheim,
Alemania), el cual se basa en el uso de esferas magnéticas a las cuales se unen los acidos
nucleicos presentes en las muestras y que pueden ser separados de los demas residuos
celulares mediante una serie de lavados. Posteriormente las perlas son resuspendidas en
100 ul de buffer de elucion para separar los acidos nucleicos. Los procedimientos estan

descritos en el manual de operacion de MagNA Pure LC 2.0.
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5.3. Ensayos de discriminacion alélica

Una vez obtenido el ADN gendmico se llevé a cabo los ensayos de discriminacion
alélica mediante el sistema de PCR en tiempo real usando sondas TagMan®. Se utilizé
el equipo 7500 Fast de Applied Biosystems (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, Estado
Unidos de América).

La mezcla de reaccion se llevo a cabo en placas de 96 pozos, donde se incluyeron

controles negativos y positivos de acuerdo a los siguientes procedimientos:

A) Se prepararon reacciones de amplificacién en un volumen total de 5 pL para cada
muestra de ADN gendmico como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.

Mezcla de reaccion para ensayos de discriminacion alélica por PCR en tiempo real

Reactivo Volumen (uL)
Mezcla maestra universal para PCR 2x 25
Primers /sondas TagMan® 40x 0.125
Agua libre de nucleasas c.b.p. 5 L 1.375
ADN gendmico (concentracion variable) 1.0

B) Los primers y las sondas que se utilizaron para la discriminacién alélica fueron
especificas para la identificacion de los alelos normales y mutados para las variantes de
los genes sefialados en la Tabla 4. Las secuencias de primers y/o sondas para dichos

polimorfismos se muestran en la Tabla 5y 6.
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Tabla 4.

Variantes polimorficas evaluadas en este estudio para los genes ABCB1y SLC15A1

Gen SNP de referencia
rs3789243
ABCB1 rs2032582
rs1128503
SLC15A1 rs2297322
Tabla 5.

Secuencias nucleotidicas de primers o sondas utilizadas en los ensayos de

discriminacion alélica por PCR en tiempo real para los polimorfismos del gen

ABCB1
SNP Primers o sondas
151128503 (wt) FAM 5"-GCCCACTCTGCACCTTCAGGTTCAGGCCCTTCAAGATCTACCAGGACGAGT-3"
(mut) VIC 5"-GCCCACTCTGCACCTTCAGGTTCAGACCCTTCAAGATCTACCAGGACGAGT-3"
Forward TTGTGGTCAAAGACTGATACACG
rs3789243
Reverse TTTGGCATTTGATTGCTTCT
1s2032582 (Wt) VIC 5" -TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAGCACCTTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC-3"
(mut) FAM 5 -TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAGTACCTTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC-3"
152032582 (wt) VIC 5 -TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAGCACCTTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC-3"

(mut) FAM 5"-TATTTAGTTTGACTCACCTTCCCAGAACCTTCTAGTTCTTTCTTATCTTTC-3"
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Tabla 6.

Secuencias nucleotidicas de primers y sondas utilizadas en los ensayos de
discriminacion alélica por PCR en tiempo real para el polimorfismo del gen
SLC15A1

SNP Primers Sondas

Forward CAGCAGTGAGCACCAACTC (Wt)VIC 5"-CCGACAGCCTTCC-3"

rs2297322 . ,
Reverse CCTCACAGACCACAACCATGATG (mut) FAM 5"-CCGACAACCTTCC-3

Antes de llevar a cabo los ensayos de amplificacion se realiz6 una pre-lectura a
60 °C por 30 s de la placa de 96 pozos conteniendo las muestras, los controles positivos
y negativos. Posteriormente se realizdé la amplificacion por PCR de acuerdo a las
condiciones mostradas en la Tabla 7, y al finalizar esta, se llevd a cabo una post-lectura
a 60 °C por 30s, donde se obtuvo la fluorescencia final para cada muestra mediante el
software Sequence Detection version 1.4 (Applied Biosystems). Los datos obtenidos

permitieron realizar una discriminacion alélica por agrupamientos en forma gréfica.

Tabla 7.

Condiciones de amplificacion para los ensayos de PCR en tiempo real

Tiempo  Temperatura Ciclos

120 s 50 °C 1

10 min 95 °C 1
15s 95°C 50
60 s 60 °C
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5.4. Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de las muestras mediante x° y se determind si la poblacion
de estudio estuvo en equilibrio de Hardy-Weinberg. Para las comparaciones entre otras
poblaciones  se utilizé el programa  SNP Tools  versién 1.7
(http://www.bioinformatics.org/snp-tools-excel/) que permite obtener la relacion de
momios, intervalos de confianza y el valor de P. Se considero una significancia
estadistica cuando P < 0.05.
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6. RESULTADOS

En este estudio fueron utilizadas 383 muestras de ADN gendmico de individuos
que residen en la region noreste de Meéxico y son derechohabientes del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Estos individuos presentaron sintomas caracteristicos de la
influenza A H1IN1 pandémica y fueron tratados farmacol6gicamente con oseltamivir.

El ADN gendémico fue extraido de muestras faringeas, nasofaringeas y
secreciones bronquiales (Tabla 8).

Tabla 8

Tipo de muestras utilizadas en este estudio

Tipo de Muestras Numero de muestras
Exudado faringeo
) 950y 377
nasofaringeo
Secrecion bronquial 6
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Las caracteristicas de la poblacion de estudio se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9

Caracteristicas de la poblacion de este estudio.

Género n (%) Edad promedio (rango)
Masculino 169 (44.12) 27 (0-86)
Femenino 214 (55.88) 28 (0-84)

Las muestras fueron procesadas para identificar los polimorfismos
Citocina/Timina en el intron 3, C1236T y el G2677T/A del gen ABCB1 y ademas del
polimorfismo Ser117Asn del gen SCL15A1. Se determinaron los genotipos usando el
sistema de PCR en tiempo real 7500 Fast de Applied Biosystems. En la Figura 6 se
muestra en perfil de amplificacion para un individuo con genotipo homocigoto silvestre,
donde solo se observa la sefial emitida por la sonda que reconoce al alelo silvestre
(sonda VIC, color verde). En la Figura 7 se observa la curva de amplificacion para un
individuo con genotipo homocigoto mutado, la cual se determina por la sefial emitida
por la sonda que reconoce al alelo mutado (sonda FAM, color rojo), y en la Figura 8 se
muestran las curvas de amplificacidn para un individuo heterocigoto, donde se observan
las sefiales de las sondas que reconocen tanto al alelo silvestre como al mutado. La sefial

observada en color azul corresponde a un control pasivo (ROX, azul).
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Figura 6. Gréfica que representa el componente de PCR tiempo real para el genotipo
homocigoto silvestre. Se observa la sefial generada por la sonda VIC (verde), la cual
reconoce al alelo silvestre. La sefial para la sonda FAM (rojo) no se modifica, pues no se
encuentra en la muestra el alelo mutado. EI marcador ROX (azul) se usa como un control de
referencia pasivo.
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Figura 7. Grafica que representa el componente de PCR tiempo real para el genotipo
homocigoto mutado. Se observa la sefial generada por la sonda FAM (roja), la cual
reconoce al alelo mutado. La sefial para la sonda VIC (verdeo) no se modifica, pues no se
encuentra en la muestra el alelo silvestre. EI marcador ROX (azul) se usa como un control de
referencia pasivo.
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Figura 8. Gréafica que representa el componente de PCR tiempo real para el genotipo
heterocigoto. Se observan las sefiales generadas por las sondas VIC (verde) y FAM (roja), la
cual reconoce al alelo silvestre y al mutado, respectivamente. El marcador ROX (azul) se usa
como un control de referencia pasivo.

Se realizo6 la discriminacion alélica para cada uno de los polimorfismos en las
383 muestras. Para la determinacion de los genotipos, en cada placa de 96 pozos fueron
incluidos ademéas 3 controles negativos y 3 controles positivos (muestras a las que
previamente se habia determinado el genotipo), distribuidos de manera aleatoria. En la
Figura 9 se muestra una gréfica con la distribucion de genotipos generados de una placa
representativa, donde los rombos azules corresponden a genotipos de homocigotos
mutantes, los circulos rojos corresponden a genotipos de homocigotos silvestres, y los
triangulos verdes corresponden a genotipos heterocigotos. Los cuadros grises

corresponden a los controles negativos o muestras que no amplificaron.
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Figura 9. Gréfica representativa de discriminacién alélica. Se muestran los genotipos de
homocigotos mutantes (¢), homocigotos silvestres (®) y heterocigotos ( A). Ademas también se
muestran los controles negativos (m) y muestras que no amplificaron (x).

6.1. Frecuencias genotipicas y alélicas

Los datos de las frecuencias genotipicas y alélicas, obtenidas de la poblacion en
estudio, se muestran de manera independiente para cada uno de los polimorfismos de los
genes ABCB1 y SCL15A1.

6.1.1. Polimorfismo C/T en el intrén 3 del gen ABCBL.

En los resultados obtenidos para el polimorfismo C/T se encontr0 que 117
individuos presentaron el genotipo homocigoto silvestre (CC), siendo estos el 30 % de la
poblacién estudiada; por otra parte, el 51 % lo conformaron 194 individuos con el
genotipo heterocigoto (CT), y finalmente 72 individuos presentaron el genotipo
homocigoto mutante (TT), conformando asi el 19 % del total de los 383 individuos

estudiados. En cuanto a la frecuencia del alelo mutado se determiné en 0.44 (Tabla 10).
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Tabla 10.

Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo C/T del intrén 3 del gen

ABCBL1 en una poblacién del noreste de México

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Genotipo n % Alelo n %
CC 117 30 C 428 56
CT 194 51 T 338 44
T 72 19
Total 383 100 Total 766 100

Asi mismo, para determinar si la poblacion que se utilizé se encontraba en
equilibrio Hardy-Weinberg, se realizé la prueba de 4 (tabla 11) con los datos obtenidos
del analisis genotipico para el polimorfismo C/T del intrén 3; el valor de y° que
obtuvimos fue de 0.47, siendo este menor que el valor de tablas que es de 6.63, lo que

nos indica que la poblacion utilizada esta en equilibrio Hardy-Weinberg.

Tabla 11.

Célculos para determinar el equilibrio Hardy-Weinberg por medio de un analisis

de la y%, para el polimorfismo C/T del intrén 3 del gen ABCB1

Ncc Nct NTT
A 117 194 72
E:(VCZ*NtotaI ) E:(ZVC*VT*NtotaI) E:(VTZ*NtotaI )
E 115.85 185.3 74.14
(A—E)’/E 0.01 0.40 0.06 ¥¥ =0.47

Ve = (2Nee + Ner)/2Nro = (2x117+194)/(2%383) = 0.55
V1 = (2N7r + Ner)/2Nro = (2X72+194)/(2x383) = 0.44
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Donde,

Nce, Net Y N1, nimero de personas con genotipos CC, CT y TT respectivamente.
Nota » NUMero total de muestras;

Vcy V1, valores paralosalelosCy T;

A, namero real de casos de cada genotipo;

E, nimero esperado de cada genotipo.

G.L, numero de categorias menos el humero de alelos (3-2=1)

X 2001 (1) = 6.63

X?=0.47<6.63

Por otra parte, las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C/T del
intron 3 fueron comparadas con las frecuencias reportadas previamente en otras
poblaciones (tabla 12). Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa de la
poblacién del noreste de México con poblaciones de Europa (p=0.022) y con una
poblacion mexicana reportada previamente (p=0.024), sin embargo, con una poblacién
de Africa (p=2.66°) y una de Asia (p=9.387) se observd una diferencia altamente
significativa; por otra parte, no se encontré una diferencia significativa con poblaciones

afroamericanas (p=0.361) ni asiaticas (p=0.20).
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Tabla 12.

Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C/T del

intron 3 del gen ABCBL1 en diversos grupos de poblaciones

Poblacion (N)

Frecuencia Genotipica

Frecuencia Alélica

CC

Mexicana (383) 0.300
Europea (224)* 0.196
Asiética (170) 0.353
Africana (226)** 0.159
Afroamericana (46) 0.391
Asiatica (86)** 0.488
Mexicana (100) * 0.160

CT

0.510
0.589
0.494
0.469
0.435
0.465
0.620

TT

0.190
0.214
0.153
0.372
0.174
0.047
0.220

C

0.560
0.491
0.600
0.394
0.609
0.721
0.470

T

0.440
0.509
0.400
0.606
0.391
0.279
0.530

Valor P

0.022
0.20
2.66 8
0.361
9.38°°
0.024

OR

131

0.84

1.94

0.81

0.49
1.427

IC 95%

1.03-1.65
0.65-1.09
1.53-2.46
0.52-1.26
0.34-0.70
1.04-1.95

Referencia

Este estudio
1

i

(1) http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3789243
CC, CT y TT, corresponden a los genotipos.
Cy T, corresponden a los alelos.

OR, significa relacion de momios.

IC, significa el intervalo de confianza.

* Diferencia significativa (P < 0.05)

** Diferencia altamente significativa (P < 0.001)

6.1.2. Polimorfismo Gly412Gly del gen ABCB1

En los resultados obtenidos para el polimorfismo C1236T se encontré que 133

individuos presentaron el genotipo homocigoto silvestre (CC), siendo estos el 35 % de la

poblacion estudiada; por otra parte el 57% lo conformaron 218 individuos con el

genotipo heterocigoto (CT), y finalmente 32 individuos presentaron el genotipo

homocigoto mutante (TT), conformando asi el 8% del total de los 383 individuos

estudiados (Tabla 13). La frecuencia del alelo mutado fue de 0.37 en la poblacién de

estudio.
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Tabla 13.

Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo C1236T del gen ABCB1 en

una poblacion del noreste de México

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Genotipo n % Alelo n %
CcC 133 35 C 484 63
CT 218 57 T 282 37
TT 32 8
Total 383 100 Total 766 100

Para determinar si la poblacion se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg, se
realizo la prueba de y* con los datos obtenidos del analisis genotipico para el
polimorfismo C1236T (Tabla 14). El valor de ¥* que se obtuvo fue de 19.91, siendo este
mucho mayor que el valor de tablas que es de 6.63, lo que nos indica que la poblacién

utilizada en nuestro estudio no estaba en equilibrio Hardy-Weinberg.

Tabla 14

Calculos para determinar el equilibrio Hardy-Weinberg por medio de un analisis
de la y% para el polimorfismo C1236T del gen ABCB1

Ncc NcT NTT
A 133 218 32
E:(VCZ*NtotaI ) E:(ZVC*VT*NtotaI) E:(VTZ*NtotaI )
E 152.01 173.72 49.63
(A—E)’/E 237 11.28 6.26 T¥ =19.91

Ve = (2Nee + Ner)/2Nrom = (2x133+218)/(2x383) = 0.63
V1 = (2N7r + Ner)/2Nro = (2x32+218)/(2x383) = 0.36
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Donde,

Nce, Net Y N1, nimero de personas con genotipos CC, CT y TT respectivamente.
Nota » NUMero total de muestras;

Vcy V1, valores para los alelos Cy T;

A, namero real de casos de cada genotipo;

E, nimero esperado de cada genotipo.

G.L, numero de categorias menos el humero de alelos (3-2=1)

X 2001 (1) = 6.63

X?=19.91>6.63

Las frecuencias genotipicas y alélicas, que se obtuvieron en este estudio, para el
polimorfismo C1236T del gen ABCB1 fueron comparadas con las frecuencias reportadas
previamente en otras poblaciones (tabla 15). Se encontré que existe una diferencia
altamente significativa con poblaciones asidticas (p=1.00""), africanas (3.68%%) y
afroamericanas (1.46°). También se observé una diferencia significativa con
poblaciones hispanas (p=0.0012) y una poblacion europea (p=0.004). Sorpresivamente,
se observo una diferencia significativa con una poblacion mexicana (p=0.017). No se
encontré una diferencia estadisticamente significativa con otra poblacion europea
(p=0.375).
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Tabla 15.

Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C1236T del

gen ABCB1 en diversos grupos de poblaciones

Poblacién (N)

Mexicana (383)
Europea (102)
Asiatica (172)**
Africana (226)**
Afroamericana**
(44)
Hispana (44)*
Europea (226)*
Mexicana (100)*

Frecuencia Genotipica

Frecuencia Alélica

CC

0.350
0.216
0.174
0.752

0.727

0.182
0.265
0.260

CT

0.570
0.765
0.477
0.248

0.273

0.545
0.566
0.560

TT

0.080
0.020
0.349

0.273
0.168
0.180

C

0.630
0.598
0.413
0.876

0.864

0.455
0.549
0.540

T

0.370
0.402
0.587
0.124

0.136

0.545
0.451
0.460

Valor P

0.3753
1.00
3.68 %

1.46 5

0.0012
0.004
0.017

OR

1.15
2.44
0.24

0.27

2.05
1.41
1.46

IC 95%

0.84-1.58
1.88-3.16
0.17-0.33

0.14-0.50

1.32-3.21
1.11-1.78
1.06-2.00

Referencia

Este estudio
1

e U N S

(1) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1128503
CC, CTy TT, corresponden a los genotipos.
Cy T, corresponden a los alelos.

OR, significa relacion de momios.

IC, significa el intervalo de confianza.

* Diferencia significativa (P < 0.05)

** Diferencia altamente significativa (P < 0.001)

6.1.3. Polimorfismo Ala893Ser/Thr del gen ABCB1

En los resultados obtenidos para el polimorfismo Ala893Ser/Thr del gen ABCBL, debido

a que este polimorfismo SNP es trialélico, se presentaron 4 diferentes genotipos (Tabla 16) de

los cuales el genotipo con un mayor porcentaje de presencia en la poblacion de estudio fue el

heterocigoto GT, el cual se observo en 169 individuos (44% de la poblacion de estudio), el

segundo genotipo predominante fue el silvestre GG y se observé en 153 individuos (40%), el

tercer genotipo mas frecuente fue el heterocigoto TA el cual se observo en 33 individuos (9%), y

finalmente el genotipo menos frecuente fue el heterocigoto GA, que se observo en 28 individuos

(7%). Por otra parte las frecuencias alélicas se encontraron de la siguiente manera: el alelo G, el

cual es considerado como el alelo ancestral, se encontré en 503 alelos (0.66); el alelo A se

observo 61 veces (0.08), y el alelo T estuvo presente 202 veces (0.26).
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Tabla 16

Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo G2677A/T del gen ABCB1

en una poblacion del noreste de México

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Genotipo n % Alelo n %
GG 153 40 G 503 66
GA 28 7 A 61 8
GT 169 44 T 202 26
TA 33 9
Total 383 100 Total 766 100

6.1.4. Polimorfismo Ser117Asn del gen SLC15A1.

En los resultados obtenidos para el polimorfismo Ser117Asn, mostrados en la
Tabla 17, se encontr6 que 176 individuos presentaron el genotipo homocigoto silvestre
(CC), siendo estos, el 46 % de la poblacion estudiada; por otra parte el 39 % lo
conformaron 151 individuos con el genotipo heterocigoto (CT), y finalmente 56
individuos presentaron el genotipo homocigoto mutante (TT), conformando asi el 15 %,
del total de los 383 individuos estudiados. En cuanto a la frecuencia alélica del alelo T,

el cual es el alelo considerado como el mutado, fue de 0.34.
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encuentra en equilibrio, se llevo a cabo la determinacion del Equilibrio de Hardy-
Weinberg mediante la prueba de y? (tabla 18) con los datos obtenidos del anélisis
genotipico para el polimorfismo Ser117Asn. El valor de x* que obtuvimos fue de 6.31,

siendo este menor que el valor de tablas que es de 6.63, lo que nos indica que la

Tabla 17

Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo Ser117Asn del gen

SLC15A1 en una poblacion del noreste de México.

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Genotipo n % Alelo n %
CC 176 46 C 503 66
CT 151 39 T 263 34
1T 56 15
Total 383 100 Total 766 100

Para determinar si la poblacion de estudio, conformada por 383 muestras, se

poblacién utilizada se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg.

Célculos para determinar el equilibrio Hardy-Weinberg por medio de un analisis

Tabla 18

de la ¥, para el polimorfismo Ser117Asn del gen SLC15A1

Ncc NcT NTT
A 176 151 56
E=(Vc™Nwtat)  E=(2Vc*V1*Nwota)  E=(V12Niotal )
E 161.81 169.28 44.27
(A—E)/E 1.24 1.97 3.10 > =6.31

Ve= (2Nee + Ner)/2Nrom = (2x176+151)/(2x383) = 0.65
VT = (2NTT+ NCT)/ZNTotaI = (2X56+151)/(2X383) =0.34
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Donde,

Nce, Net Y N1, nimero de personas con genotipos CC, CT y TT respectivamente.
Notal, NUMero total de muestras;

Vcy V1, valores para los alelos Cy T;

A, namero real de casos de cada genotipo;

E, nimero esperado de cada genotipo.

G.L, numero de categorias menos el humero de alelos (3-2=1)

X 2001, = 6.63

X?=6.31<6.63

Por otra parte, las frecuencias genotipicas y alélicas que se obtuvieron para el
polimorfismo Ser117Asn del gen SLC15A1, fueron comparadas con las frecuencias
reportadas previamente en otras poblaciones. En la Tabla 19 se muestran las frecuencias
genotipicas, frecuencias alélicas, valores de P, intervalos de confianza y la relacion de
momios para la poblacion europea, asidtica y africana, asi como para una pequefia
poblacién mexicana. Asi mismo, estos resultados nos indican que existe una diferencia
altamente significativa con una poblacién de Europa (p=1.46"%, p=4.33""), ademas se
observa una diferencia significativa con poblaciones de Africa (p=0.011) y de Asia
(p=0.009, p=0.002); y no asi con una poblacion mexicana (p=0.208) con la que no se

observa una diferencia estadisticamente significativa.
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del gen SLC15A1 en diversos grupos de poblaciones.

Tabla 19
Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Ser117Asn

Poblacion (N)

Mexicana (383)
Europea (226)**

Africana (226)*

Asiatica (172)*
Europea (120)**
Asiatica (90)*
Mexicana (98)

Frecuencia Genotipica

Frecuencia Alélica

CC

0.460
0.779

0.31

0.337
0.833
0.267
0.510

CT

0.390
0.212

0.549

0.477
0.150
0.533
0.388

TT

0.150
0.009

0.142

0.186
0.017
0.200
0.102

C

0.660
0.885

0.584

0.576
0.908
0.533
0.704

T

0.340
0.115

0.416

0.424
0.092
0.467
0.296

Valor P

1.48 18
0.011

0.009
4334
0.002
0.208

OR

0.24
1.36
1.41
0.19

1.67
0.80

IC 95%

0.17-0.34
1.07-1.73

1.08-1.83
0.12-0.30
1.20-2.32
0.57-1.13

Referencia

Este estudio
1

N N e

(1) http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2297322
CC, CT y TT, corresponden a los genotipos.
Cy T, corresponden a los alelos.
OR, relacion de momios.

IC, intervalo de confianza.
* Diferencia significativa (P < 0.05)
** Diferencia altamente significativa (P < 0.001)
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6.2. Haplotipos

Con base en los polimorfismos genéticos encontrados en la poblacion de estudio
para los genes ABCB1 y SLC15A1, se realizd el agrupamiento mediante haplotipos. Se
determinaron 55 haplotipos diferentes (tabla 20), los cuales fueron encontrados en la
poblacion de estudio, llegando a observar que el haplotipo conformado por individuos
heterocigotos para los polimorfismos Serl17Asn, C/T del intron 3, C1236T y
heterocigoto GT para el polimorfismo G2677A/T es el més frecuente, encontrandose en
52 individuos de los 383 pertenecientes al estudio, este haplotipo corresponde al 13.58
% de los haplotipos presentes en esta poblacion. Por otra parte el segundo haplotipo mas
frecuente en esta poblacion, formando un 12.01%, es el de individuos que son
heterocigotos para los polimorfismo C/T del intron 3, C1236T, homocigoto silvestre
para los polimorfismo Ser117Asn, y heterocigoto GT para el polimorfismo G2677A/T,
el nimero de individuos que presentaron este haplotipo fue de 46 de los 383 estudiados.
Por otra parte 34 individuos resultaron tener el genotipo homocigoto silvestre para los
polimorfismos Ser117Asn, C/T del intrén 3, G2677A/T y para el polimorfismo C1236T;
este haplotipo se encontré en un 8.8 % de la poblacion de estudio. Ademas, en este
estudio, encontramos haplotipos con una minima presencia en esta poblacién, como es el
caso de 15 haplotipos diferentes que solo se encontraron en un individuo, constituyendo,

cada uno de estos haplotipos, el 0.26 % de los 55 haplotipos encontrados.
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Tabla 20

Haplotipos presentes en una poblacion del noreste de México usando los genes

ABCB1y SLC15A1.
Gen ABCB1 Gen SLC15A1
incl;li(\)/.igjos %
1 52 HET HET HET GT HET 13.58
3 34 SILV SILV SILV SILV 8.88
5 15 HET HET HET GT MUT 3.92
7 12 HET SILV SILV SILV 3.13
9 11 HET MUT HET GT SILV 2.87
11 10 MUT HET MUT TA HET 2.61
13 9 SILV SILV SILV MUT 2.35
15 7 MUT HET HET GT HET 1.83

17 7 SILV HET SILV HET 1.83

19 6 HET SILV HET GA SILV 1.57

21 5 MUT SILV SILV SILV 131

23 4 SILV HET HET GT SILV 1.04

25 4 HET HET SILV SILV 1.04

27 3 MUT HET HET GT MUT 0.78

29 3 SILV SILV HET GT SILV 0.78

31 3 HET SILV SILV MUT 0.78

33 3 SILV MUT SILV HET 0.78
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Tabla 20. (continuacion)

Gen ABCB1 Gen SLC15A1

No. de
individuos

35 2 SILV HET HET GA SILV 0.52
37 2 MUT SILV HET GA MUT 0.52
39 2 HET HET MUT TA SILV 0.52
41 1 HET HET HET GA SILV 0.26
43 1 MUT HET HET GA SILV 0.26
45 1 MUT SILV HET GA SILV 0.26
47 1 MUT SILV HET GT SILV 0.26

49 1 MUT MUT HET GT MUT 0.26

51 1 MUT SILV MUT TA SILV 0.26

53 1 HET MUT SILV MUT 0.26

55 1 MUT MUT SILV HET 0.26

HET, heterocigoto, SILV, silvestre, MUT, mutado, HET TA, heterocigoto TA, HET GT,
heterocigoto GT, HET GA, heterocigoto GA.



7. DISCUSION

Para contrarrestar la pandemia de influenza, acaecida en afios pasados, los Centros
para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos de América
recomendaron la administracion de un inhibidor de la neuroaminidasa, el oseltamivir, el
cual es sustrato de dos transportadores, la glicoproteina-P (gp-P), que es codificada por el
gen ABCB1 (Ruiz, 2002, Rosenberg, 1997, Lum, 1993, Kaye, 1988, Nuti, 2000, Booth,
2000) vy el transportador de oligopéptidos (PepT1) que es codificado por el gen SCL15A1
(Covitz, 1998). Los genes ABCB1 y el SCL15A1 presentan variantes genéticas, cuyas
frecuencias alélicas y genotipicas no han sido publicadas para la poblacién mexicana,
particularmente la que se encuentra en el noreste del pais. Por tal razon, en este trabajo se
abord6 un estudio poblacional para determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los
genes mencionados. Se analizaron los polimorfismos Citocina/Timina en el intron 3,
C1236T y el G2677T/A, en el gen ABCB1, mientras que en el gen SLC15A1 se analizd
el polimorfismo Ser117Asn. Con respecto al polimorfismo C/T en el intrén 3 del gen
ABCB1, en nuestros resultados (tabla 12) se encontré que existe una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a una poblacion europea (p = 0.022) y como
se ha publicado previamente, éstos no son los unicos origenes que conforman a la
poblacion mexicana (Silva-Zolezzi, 2009). Ademas, también se observaron diferencias
significativas con una poblacion mexicana (p=0.024), la cual pudiera deberse a que los
datos previos provienen del proyecto HapMap fase 3 (N.C.B.l., 2012¢), en donde se
determinaron las frecuencias alélicas de 100 personas con origenes mexicanos

ancestrales, pero que radican en los Angeles California, y cuyo requisito para formar

46



parte de este grupo de muestras fue que 3 de sus 4 abuelos fueran de origen
mexicano(Coriell, 2012), sin especificar la region de México que representan. Por otro
parte, se observaron diferencias altamente significativas de la poblacion de estudio con
las correspondientes en Africa (p=2.66®) y Asia (p=9.38"), lo cual probablemente se
deba a que la poblacion mexicana, como ya se menciond anteriormente, es un poblacion
mestiza que presenta diversos origenes ancestrales de los cuales los africanos se
encuentran en una menor proporcion (Silva-Zolezzi, 2009); en cuanto a la poblacion de
Asia, algunos autores han mencionado que los asiaticos también han contribuido como
origen ancestral para la poblacion mexicana, ya que algunos grupos de americanos
nativos descienden de inmigrantes provenientes de Asia (Mendoza, 2004). Dentro de las
comparaciones realizadas, se observo gque algunas poblaciones afroamericanas (p=0.361)
y asiaticas (p=0.20) no presentaron una diferencia significativa con respecto a los
resultados obtenidos en este estudio. Respecto a las poblaciones afroamericanas, esto
puede deberse a que los llamados afroamericanos son ya una mezcla de africanos y
americanos, lo cual los distancia de la poblacion mexicana. Por otra parte, en lo que se
refiere a la poblacion asiatica, puede ser que el hecho de presentar una n mayor (n=170)
que la poblacion asidtica mencionada anteriormente (n=86), sea determinante para no
presentar diferencias estadisticamente significativas con los resultados obtenidos en este
trabajo.

Por otra parte, al analizar las frecuencias del polimorfismo C1236T del gen
ABCB1 obtenidas en nuestro estudio (tabla 15), se observaron diferencias altamente
significativas con poblaciones asidticas (p=1.00""), africanas (p=3.68%%) vy
afroamericanas (p=1.46"). Como se menciond anteriormente, estas tres razas o
poblaciones son consideradas como parte de los origenes ancestrales que preceden a la
actual poblacion mexicana (Mendoza, 2004, Silva-Zolezzi, 2009), pero que no se
mantienen en la misma proporcion por las combinaciones de otras poblaciones europeas.
Por otra parte, pudiera ser que la diferencia altamente significativa de la poblacion
afroamericana sea un poco menor de estas tres poblacion debido tal vez a que los
afroamericanos son ya una mezcla de africanos y americanos, lo cual pudiera contribuir
a esta pequefia diferencia, misma que también pudiera variar si la n de la poblacién

utilizada (n=44) fuera mayor. Con respecto a las otras poblaciones, se observo una
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diferencia significativa con poblaciones hispanas (p=0.0012), lo cual podria deberse a
que las muestras que se utilizaron como muestras hispanas fueron obtenidas de un panel
de muestras mexicoamericanas (HD24MEX) de la comunidad de Los Angeles, este
panel lo obtuvieron del catalogo de la coleccion de poblaciones humanas del Instituto
Coriell (http://ccr.coriell.org/Sections/BrowseCatalog/Populations.aspx?Pgld=4), ya que
esta comunidad mexicoamericana que radica en Los Angeles podria ser también una
mezcla de diferentes poblaciones y que solo presentan ancestros de origen mexicano. Y
en cuanto a la poblacion europea (p=0.004), que como ya se menciond previamente, es
una de las principales poblaciones que forman los origenes ancestrales de la poblacion
mexicana (Silva et al 2009), de ahi que la diferencia de esta poblacion con respecto a
nuestros resultados obtenidos sea significativa. Por otra parte, se observé una diferencia
significativa con una poblacion mexicana (p=0.017), pero como se comento
anteriormente, pudiera deberse a que las muestras provienen de individuos que son de
ascendencia mexicana pero que radican en Los Angeles, California, EE.UU. y con
caracteristicas especificas (N.C.B.l., 2012e); sin embargo, en nuestro estudio
observamos que no se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa con otra
poblacion europea (p=0.375), la cual consta de una n menor (n=102) a la primer
poblacion europea (n=226) comparada en este apartado.

Por ultimo, se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas para el
polimorfismo Serl117Asn del gen SLC15A1 (Tabla 19), y al compararlas con las
frecuencias reportadas previamente en otras poblaciones encontramos que existe una
diferencia altamente significativa con dos poblaciones de Europa (p=1.46"8, p=4.33"%),
lo cual podria deberse, como ya se mencion0, a que la poblacién mexicana esta formada
principalmente por mestizos que conforman el 95% de la poblacién total (Serrano,
1996). Por otra parte con respecto a las poblaciones de Africa (p=0.011) y de Asia
(p=0.009, p=0.002), se encontrd que estas presentan solo diferencia significativa con
respecto a nuestros resultados. Las poblaciones asiatica y africana forman una parte
importante de la formacion de mestizos en nuestro pais, ya que se consideran como parte
de los origenes ancestrales de la poblacion mexicana (Mendoza, 2004, Silva-Zolezzi,
2009); las poblaciones africanas usadas para realizar las comparaciones son provenientes

de Nigeria (Yoruba in Ibadan, Nigeria,YRI), y de una poblacion de Tokio (Japanese in
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Tokyo, Japan, JPT). Con respecto a la poblacién mexicana anteriormente reportada y
con la cual comparamos nuestro estudio, se observo que ésta no presentd una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.208), mostrando asi una gran similitud entre estas
dos poblaciones, lo cual es esperado, ya que la poblacion utilizada fue obtenida de una
poblacion residente del noreste de México mientras que la poblacion utilizada en el
estudio anteriormente reportado, utilizaron una poblacién que presenta origenes
mexicanos ancestrales (Coriell, 2012), por lo cual no es extrafio que no presenten
diferencia estadistica.

De los polimorfismos que se analizaron en este estudio, se observd que el
polimorfismo C1236T y el polimorfismo G2677A/T presentaron una relacion del
70.64%, es decir en 271 muestras concordaron ya sea presentando el genotipo silvestre o
genotipo heterocigoto. Esta asociacion evidencia la segregacion conjunta en poblacién
mexicana, la cual también ha sido observada de manera similar en poblaciones
euroamericanas, afroamericanas y asiaticas (Mendoza, 2004, Silva-Zolezzi, 2009); estas
poblaciones se encuentran relacionadas con la poblacion mexicana al formar parte de los
origenes ancestrales (Mendoza, 2004, Silva-Zolezzi, 2009).

Derivado del andlisis de haplotipos, se observo que la combinacion de varios de
ellos contribuiria a predecir la funcion de los transportadores gp-P y PepT1, y por lo
tanto influir en el funcionamiento, no solo para el transporte del farmaco oseltamivir
sino también de otros farmacos considerados como sustratos de estos. Considerando lo
anterior, los haplotipos que creemos conveniente tomar en cuenta estan representados en
los renglones 21, 26, 32, 37, 44, 45, 47 y 51 de la tabla 20. Por ejemplo, la combinacion
de polimorfismos que hace a las personas mas susceptibles a desarrollar en un futuro
cancer colorectal se basa en la presencia del alelo mutante T en el intrén 3 (Andersen,
2009). Por el contrario, el polimorfismo C1236T del mismo gen ABCB1 en su forma
silvestre es considerado como factor de riesgo para este mismo tipo de cancer, ya que su
polimorfismo en forma mutante proporciona proteccion para el cancer colorectal
(Balcerczak, 2010). Por otra parte, 34 de los 55 diferentes haplotipos que se
determinaron en este estudio presentaron variantes en el polimorfismo G2677A/T, lo
cual podriamos considerar como otro punto de importancia, ya que Arnaud G L’Huillier
(Arnaud, 2011) han relacionado al 38% (10/26) de los pacientes tratados con
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oseltamivir, portadores de al menos uno de los alelos variantes GT, GA, TT o TA, como
los individuos que presentaron eventos adversos neuropsiquiatricos, en comparacion con
el 31% (5/16) de los que portaran al genotipo silvestre GG. Por lo anterior, y debido a
que los 34 haplotipos encontrados en nuestro estudio que presentan estas variantes
corresponden a 230 muestras de las 383 utilizadas, correspondiendo al 60.05 % de las
muestras totales, se puede inferir que la poblacién residente del noreste de México
presenta una predisposicion a mostrar efectos adversos neuropsiquiatricos. Sin embargo,
estos resultados de los haplotipos requieren de mas estudios, puesto que para algunos
polimorfismo, a pesar de que se han relacionando con algunas situaciones clinicas, no se
tiene bien definido su participacion en las mismas, como es el caso del polimorfismo
Serl17Asn, del cual algunos autores mencionan que en una poblacion puede ser de
riesgo para la enfermedad de Crohn, mientras que en otras poblaciones lo relacionan
mas con la proteccion a esta misma enfermedad (Zucchelli, 2009).

Los resultados obtenidos en este estudio se concentraran con otros obtenidos en
otros trabajos con las mismas muestras para evaluar la asociacion clinica con los eventos

adversos observados y reportados en la poblacion de estudio.
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8. CONCLUSIONES

8.1. Conclusion

En este trabajo se determind que las variantes genéticas G2677T/A, C1236T, y
CIT en el intron 3, localizadas en el gen ABCBL1 se encuentran presente en una poblacion
residente en el noreste de Mexico en una proporcion 0.34, 0.37 y 0.44, respectivamente.
Ademas el polimorfismo Serl17Asn del gen SLC15A1 también se encontré en una
proporcion de 0.34 en la misma poblacién de estudio. La identificacion de dichas
mutaciones puede contribuir a predecir la susceptibilidad de los individuos a
enfermedades o reacciones adversas por farmacos administrados que son transportados

por gp-P y el PepTL1.
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9. PERSPECTIVAS

9.1. Perspectivas
Relacionar los resultados obtenidos en este estudio con los hallazgos clinicos en
los individuos, a fin de confirmar o refutar la asociacion genética de los polimorfismos

con los efectos adversos de farmacos.

Iniciar el establecimiento de una base de datos, con todos los resultados
concentrados de estas muestras, que nos proporcione la composicion de las variantes
genéticas presentes en individuos residentes en el noreste de México, para asi contribuir

al inicio de la implementacion de la medicina personalizada en nuestra poblacion.
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