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RESUMEN.

El gen CYP1Al pertenece a la superfamilia del citocromo p450 que
codifica para una enzima de fase I. EIl CYP1A1 juega un papel importante en la
biotransformacion metabdlica de muchas sustancias quimicas organicas y de
origen xenobiotico. Participa principalmente en la biotransformacion de
procarcinégenos como el benzo (a) pireno y otros policiclicos aromaticos de
hidrocarbono (PAH) constituyentes del humo de cigarro. El gen CYP1Al
humano presenta dos sitios polimorficos localizados en las posiciones A4889G
y T6235C, los cuales se han asociado con la susceptibilidad genética a varios
tipos de cancer. La primera posicibn es localizada en la region 3" no
codificante (T6235C), en la cual la presencia de C (alelo *m2) en esta posicién
se asocia con la susceptibilidad genética a cancer de pulmon. La segunda
posicion (A4889G) en el coddn 462 localizada en el exdén 7, tiene efecto en la
estructura de la proteina ya que se localiza en la region que codifica para el
sitio de unién al grupo hemo. En este caso la presencia de la base “A” genera
el aminoécido isoleucina, mientras que la base “G” genera valina. La presencia
de G (alelo *Vval) en esta posicidbn se asocia con susceptibilidad genética a
cancer de pulmoéon y a enfermedades como diabetes, enfermedad arterial
coronaria y ateroesclerosis. Varios reportes demuestran una gran diferencia en
la distribucion de estos polimorfismos en distintos grupos étnicos. Los alelos
menos comunes (*m2 y *Val) son mas frecuentes en individuos asiaticos que
en caucasicos y africanos. Sin embargo, resultados en poblaciones amerindias
de Chile y Brasil reportan elevadas frecuencias de los alelos *m2 y *Val. Por lo

tanto, considerando el importante papel que tiene estos polimorfismos en la



susceptibilidad a cancer y la elevada variabilidad de estas frecuencias alelicas
en diferentes grupos étnicos, el presente estudio analiza las frecuencias de
estos marcadores en poblacion mestiza y amerindia de México. El estudio
incluyé a 212 individuos sanos no relacionados (106 mestizos mexicanos, 52
indigenas Teenek y 54 indigenas Mayos). La comparacion entre las
poblaciones mexicanas mostré incremento de la frecuencia génica del alelo
*lle (A en la posicion 4889) en los mestizos mexicanos cuando se compara con
los grupos Amerindios de México (p<0.05). En el andlisis de la posicion
T6235C se observa incremento en la frecuencia génica del alelo *m2 en
indigenas Teenek cuando se compara con mestizos e indigenas Mayos
(p<0.05). El genotipo *m2/*m2 también se encontrd incrementado en indigenas
Teenek cuando se compara con mestizos (p<0.05). Cuando se compararon los
grupos amerindios de México con otros grupos amerindios de Sudamérica se
observa que presentan elevadas frecuencias de los alelos *Val en la posicién
4889 y del alelo *m2 en la posicion 6235. El presente estudio por tanto
corroboro las frecuencias elevadas de los alelos *Val y *m2 en las poblaciones
amerindias del continente Americano. Sin embargo, se detectaron diferencias
entre las poblaciones amerindias de México que se correlacionan con el tronco
linguistico del cual dependen. Por lo que los datos obtenidos ayudaran a
clarificar la distribucién de estos polimorfismos, asi como el papel que tienen
estos como marcadores genéticos y evolutivos en las poblaciones amerindias

de México.



ABSTRACT

Several polymorphisms in the CYP1Al locus have been identified and
their genotypes appear to exhibit population frequencies that depend on
ethnicity. We studied two CYP1A1 polymorphic sites (position 4889 and 6235)
in a group of 212 unrelated healthy individuals belonging to three different
Mexican populations (106 Mexican Mestizos, 52 Teenek and 54 Mayos).
Comparison among Mexican populations showed increased frequency of *lle
allele (A on position 4889) in Mexican Mestizos when compared to Amerindians
(pC<0.05). The analysis on position 6235 showed increased frequencies of *m2
(C on this position) allele in Teenek when compared to Mestizos and Mayos
(pC<0.05) and of *m2/*m2 genotype when compared to Mestizos (pC<0.05).
Amerindian populations (from Mexico and South America) presented the lowest
frequencies of *lle (position 4889) and *m1 (position 6235) alleles, however
these frequencies vary according to the ethnic group studied. Mexican
Amerindian groups together with other South Amerindian populations showed
the highest frequencies for *Val at position 4889 and *m2 allele at position
6235. The present study corroborate the high frequencies of *Val and *m2
alleles in the Amerindian populations and detect some differences between
Mexican populations that correlate with linguistic differences. Our data could be
helpful to understand the distribution of these polymorphisms and its role as

genetic and evolutive markers in the Amerindian populations.



. INTRODUCCION.

1.- Citocromo P450

Los citocromos P450 (CYP P450) son considerados por su funcion
como un ciclo de reacciones de monooxigenacion que tienen efecto sobre
compuestos organicos con consecuencias en la salud. Los polimorfismos
genéticos de los P450 metabolizadores de drogas son determinados
comunmente por diferencias interindividuales de acuerdo al efecto terapéutico
y toxico de las drogas. La biotransformacion de farmacos por las enzimas CYP
P450 es la mayor determinante para la respuesta terapéutica y toxica a una
gran variedad de medicamentos de importancia clinica'. La forma en que el
organismo humano responde al consumo de sustancias quimicas presenta
una gran variacion interindividual, debido en parte a variaciones en el
metabolismo. Algunas de estas variaciones son consecuencia de diferentes
polimorfismos en ciertos genes que provocan que las correspondientes
proteinas que presentan diferentes niveles de actividad que se reflejan en
variantes tanto de K m, V max .

La biotransformacion en general de muchos compuestos quimicos ajenos
al organismo y enddgenos, farmacos y xenobiéticos se divide en dos grandes
grupos, los de Fase | que alteran quimicamente a la estructura de la droga por
oxidacion, reduccién y/o hidrélisis y las de Fase Il que conjuga por
glucoronidacion, sulfacion o acetilacion, a la molécula alterada por las de fase |

para su excrecion por via fisiolégica °.



Una de las principales enzimas implicadas en el metabolismo y
degradacion de xenobioticos en mamiferos es el citocromo P450 (CYP P450)
considerado un biotransformador de Fase |. Constituyen una gran familia
enzimatica de oxidasas que estan involucradas en el metabolismo oxidativo de
compuestos quimicos.

Estas enzimas catalizan por reacciones de monooxigenacion a cientos de
moléculas organicas con consecuencias criticas en la salud y el
funcionamiento del organismo como: esteroides, acidos grasos, lipidos,
hidroperoxidos, vitaminas liposolubles (A y D). Participan también en el
metabolismo de xenobidticos entre los que se encuentran diversos farmacos,
alcohol, carcinégenos, antioxidantes, solventes organicos, pesticidas, Yy
alcaloides entre otros *™°,

Los citocromos P450 estan altamente distribuidos en animales, plantas, y
protistas'!, existen en la naturaleza desde antes de la division entre
organismos eucariotas y protistas'?>. Se identifico en 1958 como un pigmento
celular reducido y unido a membrana con un pico de absorbancia inusual a los
450 nm 3! Pposteriormente, en 1964 se sugiere el nombre de Citocromo

15,16

P450 por Omura y Sato , hombre con el cual se conoce actualmente. Coon

MJ y colaboradores describen 28 familias de las cuales 11 son de mamifero,
sin embargo con el paso de los afios se lograron identificar 16 que varian en

su secuencia en un 10% entre microorganismos, plantas y animales. > "8,



1.2. Familias del CYP P450 en Humano.

El citocromo P450 esta constituido por 16 familias, que comprenden a

su vez 26 subfamilias. De estas Ultimas solo 20 se han identificado claramente,

aungue en los ultimos afios aproximadamente 1000 genes de diferentes P450s

se han clonado, secuenciado, expresado e identificado en el genoma humano

tabla 1 1718,

Tabla 1. Familias del citocromo P450.

|a cadena de colesterol

Familia Funcion metabdlica Familia Funcion metabdlica
Desintoxicacion de
CYPLAyYB policiclicos arométicos de CYP51 Biosintesis de colesteral.
hidrocarbono
Desintoxicacion de drogas, Sintesis de vitaminaD3- 1a
CYP2A-H esteroides y antibiéticos CYP40 hidroxilasa
Desintoxicacion de drogas,
CYP3A antibiéticos y flavonoides. CYP27 Sintesis de acidos biliares.
Desintoxicacion de &cidos Sintesis de la acido retinoico
CYP4 grasosy - oxidacion CYP 26 hidroxilasa.
CYP5 Desintoxicacion de CYP24 Degradacion de lavitamina D
tromboxanos
Desintoxicacion de acidos Sintesis de la progesterona 21-
CYP7 A biliaresy dela7a- CYP21 hidroxilasa
hidroxilasa
Desintoxicacion de &cidos
CYPBAYB biliaresy prostaciclin CYP19 Biosintesis de estrégeno
Sintetasa.
Desintoxicacion de Sintesis de la esteroide 17a-
CYP11AyB aldosteronay separacion de CYP17 hidroxilasay la esteroide

Cl7/21 liasa.

(Tomado deHasler, J A et al. 1999)

Los CYPs mas investigados, clonados y secuenciados presentes en humano y

los sustratos sobre los cuales actian se han encontrado en diversos érganos,

glandulas y tejidos, pudiendo destacar entre estos rifion?, cerebro®,

testiculo®, mucosa intestinal’*, membrana nasal®®, garganta

tabla 2.

2425 o higado®




Tabla 2. Principales CY P Humanosy Sustratos Sobre los que actlian.

Subfamilia | Enzima Sustrato

CYP1LA 1A1 Policiclicos aromaticos de hidrocarbono

1A2 cafeina, fenacetina

CYP1B 1B1 Algunos hidrocarburos policiclicos, 17 b-estradiol.

CYP2A 2A6 Cumarina (metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, nitrosamina
encontrada en tabaco, nicotina.

CYyP2B 2B6 4-hidroxilacion de ciclofosfamina, S-mefenitoina-demetilacion, ciertos
barbitdricos.

CYP2C 2C19 Anticomvulsivos, omeprazol, diazepam, propanodol, imipraminay
otros farmacos.

2C9 Fenitionina, drogas anti-inflamatorias y tolbutamida.
2C8 Taxol, &cido retinoico.

CYP2D 2D6 Antihipertensivos, antidepresivos y neurol épticos como: b-blogueantes,
metoprolol, propanodol, desipramida, clomipramida, clozapina,
trifluperidol, dimetilacion de codeina a morfina entre otros.

CYP2E 2E1 Alcohal, tetracloruro de carbono, benceno , mutagenosy carcinogenos.

CYP3 A 3A4 60% de medicamentos usadas clinicamente como eritromicina,
nifedipina, lidocaina, ciclosporina, tamoxifeno, lovastatina, dapsona,

3A5 testosterona cortisol.
3A7 Mismo patrén de sustratos que CY P3 A4.
Forma fetal; metaboliza sustratos de CY P3 A4.
CYP4 A 4 A11 Acidos grasos, clofibrato (medicamento hipolipidémico)

(Tomada de Santiago, C, et al. 2002)

Debido a que el principal objetivo ha sido el estudio de los polimorfismos

genéticos que presentan la superfamilia del CYP P450 por su ya probada

relacion con el desarrollo de cancer de pulmén, diabetes, enfermedad arterial

coronaria y ateroesclerosis entre otras %*2°. Esta superfamilia enzimatica, en el

caso de organismos eucariotas, ha sido detectada practicamente en todas las

membranas subcelulares examinadas

endoplasmico las fuentes mas importantes.

3031 siendo la mitocondria y reticulo

5,32,33




1.3. Caracteristicas del CYP P450.

El Citocromo P450 esta formado por hemo-proteinas intracelulares que
activan oxigeno molecular para el metabolismo oxidativo de una gran variedad
de moléculas organicas capaces de transportar electrones. Las caracteristica
principal es que contienen una parte proteica (apoproteina) y un grupo hemo
(grupo prostético) y son proteinas que contiene aproximadamente 500
aminoacidos. En el carboxilo terminal presentan una cisteina que permite que
se forme un ligando-tiol para el grupo hemo. El amino terminal de la proteina
es rico en aminodacidos hidrofobicos y actia como dominio para unirse a

proteinas de membrana **’ figural.

Figura 1. Se muestran a) componentes, la parte proteica, el grupo prostético y la cisteina que une al
grupo hemo, b) la estructura tridimensional del citocromo P450 donde se sefiala con una flecha el

grupo hemo de color morado.

b)

CYFILAT model

Hemo



El citocromo P450 es miembro de la clase de enzimas llamadas
oxigenasas pero especificamente el P450 es monooxigenasa®. Cataliza
reacciones en las que solamente se incorpora uno de los dos atomos de
oxigeno dentro del producto quimico liberando H,O por los equivalentes de
reduccion proporcionados por NADH o NADPH habitualmente transferidos al
P450 o via citocromo bs, gracias a una flavo-proteina oxido-reductasa®* figura

2.

Figura 2. Traspaso de

electrones desde el

NADPH al citocromo

P450, catalizado por la

enzima de membrana

NADPH citocromo
MP450 reductasa.

CITOCROMO Pd50 ¢
REDUCTASA

2.- Familia CYP1A.

Uno de los principales P450 que se ha estudiado por la importancia que
este representa para la desintoxicacion de muchos sustratos quimicos
foraneos y enddgenos, farmacos, drogas, procarcin0genos, pesticidas y
xenobidticos es la familia CYP1A. Esta familia esta constituida por los genes
CYP1Al, CYP1A2 y CYP1B1 localizados en el cromosoma humano 15qg22-ter
%37 Los tres comparten la caracteristica de ser activados por policiclicos

aromaticos de hidrocarbono (PAH), aminas heterociclicas que se encuentran

en el ambiente, y fundamentalmente en el humo de cigarro.



Los PAH comprenden una gran familia de compuestos que presentan
dos o mas anillos fusionados de benzeno que pueden contener nitrogeno,
sulfuro y oxigeno como el benzo (a) pireno, benzo(a) antraceno, naftaleno,
fenantreno entre otros. Los PAH tienen una gran importancia en la actividad
biolégica de procesos mutagénicos y carcinogénicos. Se pueden encontrar
presentes en el ambienté, en alimentos, asi como en la emision de
contaminantes industriales derivados de petréleo, hierro y aluminio %, por lo
que han sido relacionados con la induccién de canceres de origen quimico **.

2.1 Citocromo P4501 A1 (CYP 1A1).

El CYP1A1 se encuentra en reticulo endoplasmico hepético y contribuye
notablemente en la desintoxicacion de muchos carcinégenos, especialmente
los policiclicos arométicos de hidrocarbono (PAH) °. Perteneciente a la familia
CYP1A, el CYP1A1 es considerado de interés ya que esta involucrado en la
promocién de tumores por numerosos procarcindgenos quimicos®®. Esta
enzima considerada de fase | metaboliza PAH semejantes a benzo (a) pireno,
el cual es uno de los componentes toxicos producidos durante la combustién
del cigarro y la emisién de contaminantes derivados de petroleo, entre otros
2938 ge tiene la evidencia que el CYP1AL1 por su elevada actividad enzimética
y la elevada produccion intracelular, eleva la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y metabolitos reactivos. Esto tiene como consecuencia el
deterioro de la célula por la generacién de estrés oxidativo y la oxidacion de
macromoléculas biolégicas que producen oxiguaninas que propician
alteraciones a nivel de la trascripcion en el DNA *. Reportes previos han
demostrado in vitro que una sobre exposicion al benzo(a)pireno como sustrato

aumenta la cantidad de CYP1A1 intracelularmente %43



La elevada actividad enzimatica y el control de la expresion se han
correlacionado con los polimorfismos genéticos del gen CYP1A1%%*3,
2. 2. Mecanismo del procesamiento de desintoxicacion.

El CYP1 Al pasa por una serie de reacciones donde: a) la forma ferrica
de la hemo-proteina inicialmente reacciona con el sustrato formando un
complejo; b) el complejo sustrato-P450 es reducido por un transportador de
electrones (NADH); c¢) ya reducido se forma un complejo ferroso-sustrato que
reacciona con el oxigeno molecular formando un complejo ternario conformado
por P450-sustrato-ferroso-oxigeno; d) el complejo ternario después se vuelve a
reducir por un segundo transportador de electrones NADH (en la cual el
oxigeno molecular por un arreglo molecular permite la incorporacion del &tomo
de oxigeno al sustrato quimico); dando como resultado del ciclo, e€) el complejo
ferrico mas el sustrato quimico oxidado y agua (ROH y H,O). Este después se

disocia generando el sustrato oxidado (epoxido), agua y el complejo ferrico

P450 que participara en el metabolismo de otro sustrato quimico®*>* figura 3.

Figura 3. Modelo a) y b) representacion del mecanismo del CYP 1 A1, en los cuales se representalas
reacciones quimicas que se llevan acabo durante un ciclo catalitico.

Modelo a) Mecanismo de
T > g4 accion del citocromo P450.
T ; \\- Este esquema es una

(ROH) Fe™ - simplificacién del
G = (RH) Fe*| mecanismo de accion del
r - 2 citocromo P450 (CYP)
| (R*) (FeOH)’ | (RH) Fe?* propuesto por Coon®. En €,

[ s o el Fe* representaal hierro
| RH {FeOl)‘_‘l 3 2 del grupo hemo del CYP

N 5 (RH) Fe* (0,7)| oxidado, RH y ROH alos

HoO : sustratos y productos
JL(RH) Fo™ O, | 4 respectivamente. En este
2H+ l . ‘\ ciclo de 6xido-reduccion se
Ve \ 0, liberan anidn super6xido
’ (O, y peréxido de

H202

hidrégeno (H,0,).



Modelo b) Mecanismo de catdlisis por el citocromo P450, asi como las estructuras que participan en

la entraday salida de electrones para obtener el sustrato (epoxidado) y agua
como resultado final del ciclo.

Por lo tanto el proceso de biotransformacion es resultado de las
reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis, mediadas por la enzima de
fase | (CYP1Al). Resultado que provee, el sustrato oxidado (epoxido) que es
altamente lipofilico y polar, y que en algunos casos puede ser excretado
directamente por via biliar (proceso poco comun). Sin embargo hay otros
procesos de excrecion, en los cuales el epoxido es catalizado por un complejo
de enzimas localizadas en reticulo endoplasmico llamado mezcla de funcién
de oxidasas de fase Il (MFO Il). Las MFO Il se encuentran relacionadas con
reacciones de sulfacion, glucoronidacion y acetilacion. Al reaccionar el epoxido

con las MFO Il, permiten la formacion de dioles 6 dioles epoxido que son



altamente hidrofilicos, que al conjugarse con el acido glucoronico o glutation
forman metabolitos que son excretados por via renal y via biliar en condiciones

de normalidad figura 4 *°.

COMPUESTOS QUIMICOS ENDOGENOQOS, FORANEOQS,
FARMACOS Y XENOBIOTICOS

Acumulacion elevada

(almacenamiento en el cuerpo)

A\ 4

M etabolismo por enzimas de Fase |
(Bioactivacion o inactivacion)
Oxidacion, Reduccion, Hidrdlisis

\ 4 Y

M etabolismo por enzimas de Fasell
(Bioinactivacion o conjugacion)

Sulfacion, Glucoronidacién, Acetilacion.

lipofilicos

hidrofilicos
\ 4 v \ 4

M etabolizacién extracelul ar
]

Circulacion plasmatica

Excrecion biliar Excrecion rend

Figura 4. Panorama general del proceso de desintoxicacion de quimicos

enddgenos, foraneos, farmacos y xenobioticos.

Se ha reportado que la elevada actividad de la enzima CYP1A1 produce
epoxidos polares y lipofilicos que mas adelante seran transformados por una

enzima epoxidohidrasa (EH) a dihidrodioles epoxido (moléculas altamente



hidrofilicas). Los dihidrodioles son altamente reactivos ya que ataca sitios
nucleofilicos en el DNA directamente formando aductos de DNA, los cuales

culminaran en dafio a DNA figura 5 .

gc CYP1 A1l = |
CY 1) _...
EH

Benzo(a)pireno epoxido l

Wesl:zuUes
o ==

HO

OH

Dial epoxido

:Ef;ﬂ{trj

EH

HO..

HO ]
OH

Intermediador
hidrofilicao.

Aducto (oxiguanina)

Figura 5. Proceso de biotransformacién de benzo (a) pireno, en e cua se muestra que
CYP1AL1 regula la epoxidacion, asi como la formacion de intermediaros hidrofilicos
formados por la epoxidohidrasa (EH) que son altamente reactivos por formar aductos que

tienen efecto sobre el DNA.
2.3. Genéticadel CYP1 A1l.

El gen que codifica para el citocromo CYP1Al se encuentra localizado

%37 junto con los genes que codifican

en el cromosoma humano 15qg22-ter
para el CYP1A2 y CYP1B1. Sin embargo el CYP1Al constituye la mayor

fraccion del sitio en el cual se localizan estos tres genes localizados en el



cromosoma 15g22-ter. Las proteinas codificadas por estos genes son
activadas por policiclicos aromaticos de hidrocarbono (PAH).
El gen CYP1AL1 es polimorfico y presenta 4 sitios de variacion en las posiciones
C4887A, A4889G, T5639C y T6235C “°*’. De estas posiciones, la A4889G vy la
T6235C se han reportado asociadas con el desarrollo de varios tipos de
cancer. Estudios in vitro y de expresion revelan que la posicion T6235C se
localiza en la region 3" no codificante y esta relacionada directamente con la
actividad enzimatica del CYP1Al. La presencia del alelo C (*m2) en esta
posicidn se asocia con la susceptibilidad genética a cancer de pulmon, asi
mismo se tiene reportado que individuos con el genotipo C/C (*m2/*m2) tiene
mayor susceptibilidad a desarrollar carcinomas “%°2,
La segunda posicion (A4889G) localizada en el codon 462 del exdn 7, tiene
efecto en la estructura de la proteina ya que se localiza en la region de union al
grupo hemo. En este caso la presencia de la base “A” genera el aminoécido
isoleucina, mientras que la base “G” genera valina. Diversos reportes sugieren
que la presencia del alelo G (Val) se asocia con el desarrollo de cancer de
pulmon. 492,
Graeme B. y colaboradores hicieron una recopilacion de los diferentes estudios
en los cuales se han relacionado estos dos sitios polimorficos con riesgo a
padecer cancer de pulmoén, colé-rectal, y de estomago en distintas poblaciones.
Sin embargo, recientemente el estudio de los sitios polimorficos de este
gen se ha relacionado con enfermedades como diabetes, enfermedad arterial
28, 29,48,49, 52,59-64.

coronaria, y ateroesclerosis entre otras

2.4. Estudios poblacionales del gen CYP1 Al.



Los estudios poblacionales del gen CYP1A1 son bastos en la literatura, y
de los muchos reportes que existen se refieren principalmente a las
poblaciones Caucésicas (USA, UK, Francia, Alemanes) y Orientales (Japon,
Taiwan, y China), asi como poblacién de origen Africano 2>,

Cabe mencionar que en la literatura no hay mucha informacion sobre los
polimorfismos genéticos del gen CYP1Al en poblaciones Amerindias. Los
pocos estudios en estas poblaciones han sido realizados en Chile y Rio de
Janeiro Brasil, en los que se reportan diferencias genotipicas y alelicas del gen
CYP1A1l al compararse con Caucéasicos y Orientales respectivamente®™’.
Recientemente Kvitko K. y colaboradores estudiaron cinco tribus Brasilefias
(Surui, Gavido, Zord, Xavante y Wai Wai) que viven en la region central y
Amazobnica de Brasil. Estas tribus se compararon con la poblacion Caucasica
de Brasil, mostrando grandes diferencias de la diversidad alelica y genotipica.
Las diferencias entre los grupos Caucasicos y Orientales con los Amerindios
reportados hasta la fecha, muestra grandes diferencias en las frecuencias tanto
alelicas como genotipicas. Considerando muy importante el estudio de
poblaciones Amerindias y en particular de las poblaciones indigenas
Mexicanas, las cuales son muy diversas y pueden ayudar a entender la
microevolucion de gen CYP1Al en el mundo; Asi como también permitiran
establecer el grado de mestizaje entre las distintas poblaciones del continente
Americano y otras poblaciones inmigrantes.
2. 5. Enfermedades Relacionadas con el Polimorfismo de CYP1 Al.
Diversos estudios han tratado de establecer la participacion del gen

CYP1Al en la susceptibilidad de diversas enfermedades. Los trabajos

realizados hasta la fecha concernientes a la participacion del gen CYP1A1 en



la susceptibilidad de algunas enfermedades son escasos y muy
controversiales. Algunos investigadores han tratado de establecer una
asociacion entre los polimorfismos genéticos del CYP1A1l y la susceptibilidad a
enfermedades tales como desordenes cardiovasculares, diabetes,
ateroesclerosis y varios tipos de canceres 23 2948:49.52.59-64

La mayoria de los estudios relacionan los dos sitios polimorficos localizados en
el gen CYP1Al en la posicion A4889G y T6235C. La posicion T6235C se
localiza en la region 3" no codificante esta relacionada directamente con la
actividad enzimatica del CYP1Al. La presencia del alelo C (*m2) en esta
posicion se asocia con la susceptibilidad genética a cancer de pulmén, asi
mismo se tiene reportado que individuos con el genotipo C/C (*m2/*m2)
desarrollan carcinoma “*°?, La segunda posicién (A4889G) localizada en el
codon 462 del exdn 7, tiene efecto en la estructura de la proteina ya que se
localiza en la region de unién al grupo hemo. En este caso la presencia de la
base “A” genera el aminoacido isoleucina, mientras que la base “G” genera
valina. Diversos reportes sugieren que la presencia del alelo G (Val) se asocia
con la susceptibilidad al desarrollo de cancer de pulmén #°**%°2, Por lo que los
dos sitios polimorfitos localizados en el gen CYP1ALl en la posicion A4889G y
T6235C se han asociado con la susceptibilidad a desarrollar varios tipos de

cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes y ateroesclerosis 23:2%48:49. 52

59-64



3. Migracion.

El estudio poblacional del gen CYP1Al y las diferencias genotipicas y
alelicas entre las distintas poblaciones de caucasicos, asiaticos, africanos y
amerindios se puede fundamentar de acuerdo a la teoria de las tres
migraciones (Amerindia, Na-Dene y Eskimo-Aleut) que se suscitaron en Asia
durante la era glacial a través del estrecho de Bering hace 30,000 afios .
Debido a que el rasgo genético fundamental de las migraciones, es la
transferencia de genes de una localizacion geografica a otra. Los emigrantes
portan sus genes al territorio habitado por una poblacién receptora; genes que
se entremezclan con el pool génico de la poblacion huésped. Con ello se
produce simultaneamente: a) un incremento de la variabilidad genética dentro
de cada una de ambas poblaciones, emigrante y receptora; b) una
reproduccién de las diferencias genéticas que pudieran existir entre ellas.

Lo més importante es que las migraciones son el vehiculo de uno de los
mecanismos evolucion, donde la evolucion es definida como cambio en la
frecuencia génica de una poblacién. Asi, pues, los efectos genéticos de la
migracion lo seran sobre el pool génico de la poblacidén receptora y sobre el
pool génico de la poblacion de origen dependerdn de los efectos de la
magnitud y de la naturaleza de las migraciones.

Uno de los ejemplos mas clasicos de esta influencia es el de la poblacién
caribefia de Centroamérica, que a comienzos del siglo XVII el pool génico de
las Antillas estaba formado exclusivamente por genes amerindios. Entre 1517 y
1646 se afadié a ese pool génico el componente africano, procedente de los
esclavos y de los fugados o cautivos de los territorios limitrofes. Tras una serie

de vicisitudes, una parte de la poblacién, conocida como la de los negros del



caribe, se instaldé en las Honduras britanicas, Guatemala y Nicaragua. A partir
de ello tuvo lugar una dispersion rapida a lo largo de unos mil kildmetros de la
costa de América Central, con la subsiguiente entrada de genes europeos. De
esta manera, en la poblacion resultante se ha podido detectar la contribucion
africana por la presencia de marcadores tales como el gen S" del sistema de
grupos sanguineos MNS, el haplotipo Gm* #® en las inmunoglobulinas. La
presencia europea por la presencia del haplotipo Gm" ® del sistema Gm. La
contribucién de las comunidades indigenas se ha atestiguado por la presencia
de los genes del grupo sanguineo ABO, Rh y de la albumina México. Con el
uso de estos marcadores se ha llegado a la obtencion de los siguientes valores
como contribucion relativa al acervo génico actual: genes amerindios 56%,
genes caucasicos, 40% y genes africanos 4%. Ejemplo de cémo los genes de
una poblacion inmigrante han llegado a predominar sobre los de la poblacién

receptora %848,



3.1. Poblaciones Indigenas de México.

El nimero de indigenas en el continente americano antes de la llegada
de los europeos se calcula en 90 a 110 millones. Tan solo el imperio inca
presentaba entre 14 y 30 millones y dicha cantidad era mayor en la region de
mesoamerica. Una vez realizada la conquista y con la llegada de los europeos,
el nimero de indigenas se redujo de forma importante. Se sabe que esta
disminucién se debi6 en gran parte a las enfermedades que trajeron consigo
los grupos europeos. Después de este fendmeno, el nimero de indigena se
redujo y en la actualidad se estime la existencia de 8 a 15 millones de
indigenas. Estos estan incluidos en 56 grupos étnicos bien definidos desde el
punto de vista linglistico y antropolégico. La mayoria de estos grupos se han
incluido en 5 troncos linglisticos que son: Tarasco, Macro-Mixteco, Macro-
Maya, Macro-Nahua y Macro-Yuma. Sin embargo, algunos grupos no han
podido ser clasificados desde el punto de vista linguistico y entre ellos se
encuentran los indigenas Teenek.®®
Desde la colonia, pasando por el periodo independiente, la revolucién y hasta
el presente, existe un gran debate acerca del concepto y caracterizacion de
indigena o indio.

Cuando los europeos entraron en contacto con las sociedades originarias del
continente americano, les asignaron la categoria de "indigenas" o de "indios" a
los diversos pueblos que mantenian identidades propias y culturas especificas;
una categoria diferente e inferior desde el punto de vista racial, cultural,
linglistico, intelectual o religioso. De tal forma, la diversidad étnica de todos los

habitantes quedd anulada y sin posibilidades de desarrollo propio y evolucion.



Entonces los pueblos indigenas se caracterizan por su situacion de colonizados
y excluidos del proyecto de sociedad, que desconoce las caracteristicas étnicas
que los diferencian de la sociedad. Debido a que la cultura del grupo dominante
que se postulo como superior y excluye a las originarias del territorio mexicano.
Por tanto no existen en términos reales los indios, sino las culturas étnicas, y lo
indio aparece como una categoria colonial. Por lo que la construccion de una
sociedad incluyente, democrética, tenderia a la desaparicion de la categoria
colonial con la cual se caracteriza a los pueblos indigenas.

La documentacién etnogréafica disponible sobre cada sociedad o pueblo
indigena de México es abundante. El perfil nacional de los pueblos indigenas
revela el tipo de relaciones asimétricas entre la sociedad dominante y los
pueblos herederos de la civilizacion mesoamericana y como se dan en
condiciones de inequidad, injusticia y exclusion. Los grupos étnicos de México
se deben reconocer como sociedades histdricas de larga sustentabilidad y
permanencia en un territorio geografico y cultural donde originalmente fueron
autonomas, y que hoy aspiran a continuar su reproduccion econémica, cultural,
social y politica dentro del contexto nacional mexicano. Existen pueblos
indigenas con un enorme numero de habitantes, que poseen identidades muy
sélidas, y otros en vias de extincion.

Las demandas de las organizaciones indigenas contemporaneas movilizan
energias para descolonizar, eliminar la categoria de indio, y fortalecer la

posibilidad de conducir su propia historia y su propio destino.



Definicién de indio

67
17

Definicion de lo indigena y lo étnico basada en el trabajo de Guillermo Bonfi
El concepto de indio en América: Una categoria de la situacion colonial.

...eS una categoria supraétnica que no denota ningan contenido especifico de los
grupos que abarca, sino una particular relacion entre ellos y otros sectores del
sistema social global del que los indios forman parte. La categoria indio denota la
condicion de colonizado y hace referencia necesaria a la relacion colonial... El
indio nace cuando Colén toma posesion de la Isla Hispafiola a nombre de los
Reyes Catélicos. Antes del descubrimiento europeo la poblacién del Continente
Americano estaba formada por una gran cantidad de sociedades diferentes, cada
una con su propia identidad, que se hallaban en grados distintos de desarrollo
evolutivo: desde las altas civilizaciones de Mesoamérica y los Andes, hasta las

bandas recolectoras de la floresta amazonica.

3.2. Identidad Indigena

El indigena de hoy es muy distinto del que prevalecia en la época
colonial e, incluso, hace 30 afios. Sin embargo, a pesar de los cambios,
mantiene ciertos rasgos culturales de su origen y persiste sin asimilarse, sin
renunciar a su identidad, la que se expresa en formas de: vida comunitaria,
comunicacion oral a través de su lengua, relacion con la naturaleza, medicina y

una sabiduria ancestral. El mantenimiento, a lo largo del tiempo, de la identidad



étnica y cultural estd estrechamente vinculado con el funcionamiento de
instituciones sociales y politicas.

La cosmovision y filosofia de los pueblos indigenas se manifiestan en su
simbologia linglistica, en una manera de ver el mundo, de practicar las
relaciones humanas, de concebir la relaciéon del hombre con la naturaleza que,
penetrada por un profundo misticismo y religiosidad, involucra todas las
instituciones de las sociedades indigenas: la familia, las ceremonias religiosas,
el gobierno y las relaciones productivas.

Los pueblos indigenas otorgan a sus sacerdotes y chamanes, como en el
pasado precolonial, dones de sabiduria, al mismo tiempo que sacralizan sus
actividades dentro de la comunidad. A través de ellos se comunican con las
deidades antiguas y modernas del cristianismo. Asimismo, construyen
sistemas simbolicos, donde ocultan la cosmovision propia, utilizando los
simbolos e imagenes de la religion catdlica.

La exclusion de esta realidad ha determinado, en la mayoria de los casos, el
fracaso de los proyectos de desarrollo implementados y dirigidos hacia las
regiones indigenas, queriendo sustituir su cultura en vez de desarrollarla. En la
comunidad indigena se combina lo tradicional con lo "moderno”, relacién que
ha modificado ciertas formas comunitarias, sus gustos, su lengua y sus formas
de organizacion. Esta dinamica, que se observa en el mundo indigena, es el
resultado de un choque entre dos fuerzas: por un lado, el sistema tradicional
obstaculiza la facil entrada de lo moderno y por el otro, lo moderno tiende a
intervenir en la vida de las comunidades. Comprender y aceptar la realidad

indigena contemporanea, permitird que los proyectos de desarrollo impulsados



en las regiones indigenas incorporen esta dimension étnica como un factor

potencial del desarrollo de estos pueblos 8.

3.3. Lenguas indigenas

Los idiomas indigenas constituyen el eje central de la identidad, como
vehiculo de comunicacion entre los miembros de la comunidad y con las otras
comunidades de la region étnica. Las lenguas indigenas se clasifican por
grupos linguisticos, troncos, familias, subfamilias y lenguas que se encuentran
reportadas en la pagina web (www.ini.gob.mx).”

Al igual que las demas lenguas indigenas del mundo, las de México tienen
rasgos caracteristicos que las asemejan o las distinguen de otras; tienen
fonética, estructura y léxico. El idioma castellano, como lengua de
comunicacién nacional, ha sido influido por las lenguas vernaculas de las
distintas regiones indigenas. La creencia de que las condiciones de pobreza de
los pueblos indigenas se deben a que no hablan o no dominan el castellano, es
un prejuicio muy difundido "*"3.
Desde el punto de vista del desarrollo, se ha comprobado que el
fortalecimiento de los sistemas propios de comunicacién de los pueblos
indigenas constituye un factor clave para el acceso a la educacion formal,
basica, media y superior, para el cambio social y cultural y para los proyectos
de desarrollo productivo. La negacién de sus lenguas condujo al ocultamiento
del ser indigena, integrandose a medias al idioma nacional.

Los pueblos indigenas se autodenominan en su lengua, lo que les otorga
la adscripcion al grupo étnico. De la misma manera, desde el exterior se les
identifica con determinados nombres. En la tabla 3. Refiere a la "Toponimia"

nombres comunes con los que son designados y su propia denominacién 3.



Tabla 3. TOPONIMIA refiere nombre coman, auto denominacion y significado de cada grupo
indigena existente en México.

NOMBRE COMUN AUTODENOMINACION SIGNIFICADO

1. Tojolabales Tojolwinik’otik Hombres legitimos 0
verdaderos

2. Tarascos Purépechas Gente o persona

3. Chichimeca, jonaz Ezar Indios

4. Triques Tinujei Hermano mio

5. Zoque O’deput Gente de idioma

6. Popoluca Homshuk Dios del maiz

7. Tzeltales Inc. Atel Hombres trabajadores

8. Tzotziles Batsil Inc.’otik Hombres verdaderos

9. Mochos Mochos o motozintlecos

10. Huasteco Teenek Los que viven en el campo

11. Nahua Macehuale Campesino

12. Otomi Hfa hfiu Hablantes de otomi

13. Huicholes Wirrérika La gente

14. Kikapu Kikaapoa Los que andan por la tierra

15. Mazahuas Mazahuas Donde hay venado

16. Mazatecos Ha shuta enima Gente de costumbre

17. Mayas Maya Nombre del territorio

18. Matlazincas Matlazinca Los que hacen redes

19. Mayos Yoremes La gente de la ribera

20. Mixes Ayuuk La gente

21. Chinantecos Tsa ju jmi Gente de palabra antigua

22. Chatitos Kitse cha'tnio Trabajo de las palabras

23. Coras Nayeri

24. Suaves Mero ikooc Verdaderos nosotros

25. Seris Kon kaak La gente

26. Tarahumara Raramuri Corredores a pie

27. Tepehuanes Odéami Gente

28. Zapotecos del Istmo  |Binnza Gente que proviene de las
nubes

29. Zapotecos de Valles |Ben'zaa Gente de las nubes

30. Zapotecos Sierra|Bene xon Gente de las nubes

Norte

31. Totonacos Totonacos Hombre de tierra caliente

32. Tlapanecos Me’'phaa El que esta pintado

33. Chochos Runixa ngiigua Los que hablan el idioma

34. Choles Inc. Hombre o milpero

35. Yaquis Yoremes Hombre

36. Amuzgos Tzjon non Pueblos de hilados

37. Chontales de Oaxaca |Slijuala xanuc’ Habitantes de las montafias

38. Chontales de Tabasco | Yokot’ anob El pueblo de habla yoko

39. Guarijios Macurawe Los que andan por la tierra

40. Mames Mam Padre, abuelo o antepasados

41. Pimas O’ob La gente

42. Papagos Thono o’otham Gente del desierto

43. Pames Xi'ai Indigena

44. Mixtecos Nuu savi Pueblo de la lluvia

45, Lacandon Hach Inc. Verdaderos hombres




46. Kumiai Kumiai

47. Cucapa Cucapa
48. Paipai Akwa’'ala
49. Cochimi Dieguefio
50. Kiliwa Kj'wash
51. Ocuilteco Tlahuica

52. Popolocas

53. Ixcatecos

54. Cluj
55. Jacaltecos Abxubal
56. Tepehua Hamasipini

A) INDIGENAS MAYOS
Se autodenominan "Yoreme" (el que respeta).

Segun una antigua leyenda de su tradicion oral mayo significa: la gente de la
ribera
a) Ubicacién General
La etnia Mayo se asienta al Sur de Sonora en Alamos, Navojoa,
Etchojoa y Huatabampo figura 7. En Sonora habitan, principalmente en las
riberas del Rio Mayo en alrededor de 242 localidades, se estima una
poblacion indigena de 72,000 habitantes, la cual representa el 25% de la

poblacion total de la region y poco menos del 4% del Estado.



II. OBJETIVOS

Debido a la importancia que tienen los genotipos del gen CYP1Al en la
susceptibilidad a desarrollar algunas enfermedades y a la diferente
distribucion en los grupos estudiados, los objetivos del presente trabajo

fueron:

a) Objetivo General
Determinar la distribucién que tiene los polimorfismos del gen CYP1
Al en individuos mestizos Mexicanos, asi como en dos grupos indigenas de

México (Mayos y Teenek).

b) Objetivos Especificos

I) Analizar las frecuencias tanto alelicas como genotipicas del CYP1Al

en un grupo de individuos mestizos y en dos grupos indigenas de México

(Teenek y Mayos).

II) Una vez definidas dichas frecuencias comparar y establecer la

relacion entre las diferentes poblaciones en estudio.

[I) Comparar las frecuencias génicas y alelicas del CYP1Al de las

poblaciones mexicanas con otras poblaciones reportadas en la literatura.



[ll. METODOLOGIA

Tipo de Estudio: El disefio experimental fue de tipo prospectivo,
transversal y comparativo.

Sujetos de Estudio: El estudio se realizo en 212 individuos sanos no
relacionados, en los que se incluyeron 2 grupos indigenas mexicanos
(Teenek y Mayos) y un grupo de mestizos mexicanos. El grupo de mestizos
mexicanos incluyo 106 individuos, considerando Mestizos a aquellos
individuos que por tres generaciones, incluyendo la presente hayan nacido en
México. Un mestizo esta definido como aquel que nace en Meéxico, que
desciende de habitantes de origen autdctono y principalmente de individuos
de origen Espafiol, Caucésico y Negroide quienes llegaron al continente

americano durante el siglo XVI.

Los grupos indigenas son los siguientes:

Mayos: Este grupo incluyé 54 individuos provenientes del sur de Sonora en
Alamos (localizados en el norte de México); cabe mencionar que dicho grupo
se encuentra clasificado dentro del tronco lingtista Macro-Yuma (datos segun

el Instituto Nacional Indigenista) "

gue se encuentran localizados dentro de
la region Etchojoa y Huatabampo.

Teenek: Este grupo incluyé a 52 individuos provenientes del pueblo de San
Francisco Coyoalab en el Estado de San Luis Potosi. Cabe mencionar que
dicho grupo no se encuentra clasificado desde el punto de vista linguistico

70,71

(Datos segun el Instituto Nacional Indigenista) y se encuentra localizado

dentro de la region de la Huasteca.



A) Tamafo de la Muestra:
Para calcular el tamafio aproximado de la muestra se va a realizar de acuerdo

a la siguiente formula, utilizando un paquete estadistico para el calculo de la

misma.

a) Férmula para un estudio de prevalencia de proporciones.

N Z? p (1-P)

n=
D2 (N-1) + Z¢? P (1-P)

n= Efecto de disefio (Tamafio de la muestra)

N= Poblacion total

Z= Valor de Z (corresponde al valor de confianza)

D= Precisidn absoluta (valor de confianza deseado, 5%)
P= Proporcion esperada en la poblaciéon (10%)

Para lo cual los datos necesarios son:
e Precision deseada %

e Prevalencia esperada

e Efecto de disefio

¢ Nivel de confianza

B) Extraccién de ADN.
El ADN gendomico se aislo de sangre periférica por el método de

expulsion salina’®.



C) Ladeterminacién del sitio polimorfico A4889G Exon7.

Los genotipos se determinaron por la reaccidn en cadena de la
polimerasa usando cebadores especificos de alelo.”®*° Cada muestra se
amplifico por reacciones por separado usando uno de los dos cebadores de
inicio 5 : 5 -GAAGTGTATCGGTGAGACCA -3 o] 5-
GAAGTGTATCGGTGAGACCG -3°. En ambas reacciones se incluyo el
cebador de reversa 3", que va de 5-GTAGACAGAGTCTAGGCCTCA -3". La
amplificacion fue hecha en un termociclador Perkin Elmer modelo 9700

(Foster City, CA. USA) con el siguiente programa de amplificacion figura 9 a)

y 9 b).
Programa de amplificacion.
95°C 95°C
72°C 72°C
5min. 1min
65°C Imin 5min
Imin
20 ciclos 4°C

Figura 9 a). Se representa el programa de amplificacién, en el cual se representa una
desnaturalizacién ha 95°C por 5 minutos seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 min. 65°C
por 1 min. y 72°C por 1 min. Una extension final de 72°C por 5 min. El producto fue
verificado por medio de una electroforesis en un gel de agarosa al 1.8%, que se tifie con

bromuro de etido y se visualiza en luz UV.



lle/lle lle/Val Val/Val
A/A AG G/G

Figura 9 b). Se observan en un gel de agarosa al 1.8%, los distintos genotipos
analizados por PCR A-E del sitio polimorfico A4889G exon 7. El pozo 1 detalla el
genotipo homocigoto para lle/lle tipo silvestre, en los pozos 3, 4 el genotipo heterocigoto

para lle/Val y en el pozo 6 el genotipo homocigoto mutante para Val/Val.

D) La determinacion del sitio polimaorfico T6235C.

Los genotipos se determinaron por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa — fragmentos de restriccién polimorfica (siglas en ingles PCR-
RFLP) por medio de enzima de restriccion. En la cual se utilizaron los
cebadores previamente reportados®®. Cebador de inicio: 5-
CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT-3 y  cebador de reversa: 5'-
TAGGAGTCTTGTCTGATGCCT-3". La amplificacion se realiz6 en el
termociclador Perkin Elmer 9700 (Foster City, CA. USA) con el siguiente

programa figura 10 a) y 10 b).



Programa de amplificacion.

95°C 95°C

72°C 72°C

1min. 30seg.

57°C 1min 5min

1min

4°C

Figura 10 a). Se representa una desnaturalizacion ha 95°C por 1 minutos seguido de 30 ciclos
de 95°C por 30 seg. 57°C por 1 min. y 72°C por 1 min. Seguido por una extension final de 72°C
por 5 min. El producto fue digerido con una enzima de restriccion Msp | a 37°C por 3 horas y
se verificd por medio de una electroforesis en un gel de agarosos al 1.8%, que se tifie con

bromuro de etido y se visualiza en luz UV.

340 pb
200 pb
140 pb

Figura 10 b). Se observa en el gel de agarosa al 2%, los distintos genotipos analizados por
PCR-RFLP en la region no codificante 3" T6235C, en la cual se utiliza la enzima de restriccion
la cual se detalla en materiales y métodos. En el pozo 3 se observa el genotipo homocigoto
*m1/*ml tipo silvestre 340 pb, en los pozos 1, 4 y 5 genotipo homocigoto *m2/*m2 considerado
mutante 200 y 140 pb y en los pozos 7 y 8 el genotipo heterocigoto *m1/*m2 340, 200 y 140

pb, los cuales se miden con el marcador Hae Il X174.



E) Analisis Estadistico.

Las frecuencias genotipicas y alelicas del gen CYP1 Al se obtuvieron
por conteo directo. En cada grupo se evalué el equilibrio de Hardy-Weinberg
por medio de la prueba de Chi-cuadrada (X?). Las diferencias entre grupos se
determinaron por la prueba de Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de
contingencia de 2x2 usando el programa estadistico EPIINFO. La prueba
Exacta de Fisher se utilizo cuando algun numero en la tabla de contingencia

fue menor de 5.



\% RESULTADOS.

Las frecuencias genotipicas y alelicas de los polimorfismos del gen CYP1 Al

en la posicion T6235C (localizado en la region 3" no codificante) y la posicion

A4889G (localizada en el coddn 462 en el exdn 7) en las tres poblaciones mexicanas

son mostradas en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Frecuencia genotipica (fg) y alelica (fa) del sitio polimorfico A4889G del CYP1Al

en poblaciéon Mexicana.

Mestizo Mexicano

A4889G n=96
Alelo n
A (lle) 126
G (Val) 66
Genotipo n

AA (lleflle) 36

AG (lle/val) 54

GG (val/val) 6

fa

0.656*

0.344*

fg

0.375*

0.562

0.062*

Teenek

n=52

n fa
36 0.346
68 0.654
n fg

5 0.096

26 0.50

21 0.404

Mayos

n=54

49

59

33

13

fa

0.454

0.546

fg

0.148

0.611

0.241

Todas las poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy — Weinberg, con un intervalo de confianza

menor de 0.05 (pC<0.05).

*Se observa un incremento en la (fa) del alelo (*lle) y la (fg) del genotipo (*lle/*lle) y una disminucion

en la (fa) del alelo (*Vval) y (fg) del genotipo *Val/*Val) cuando se compara con Teenek y Mayos

(pC<0.05).




Tabla 2. Frecuencia genotipica (fg) y alelica (fa) del sitio polimérfico T6235C del CYP1A1 en

poblacion Mexicana.

Mestizo Mexicano Teenek Mayos
T6235C n=106 n=42 n=48
Alelo n fa n fa n fa
T (m1) 127 0.599 24 0.286** 51 0.531
C (m2) 85 0.401 60 0.714** 45 0.469
Genotipo n fg n fg n fg
TT (m1/m1) 41 0.387 1 0.024** 15 0.312
TC (m1/m2) 45 0.425 22 0.524 21 0.437
CC (m2/m2) 20 0.187 19 0.452*** 12 0.250

Todas las poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy — Weinberg, con un intervalo de confianza
menor de 0.05 (pC<0.05).

**Se observa un incremento en la (fa) del alelo *m2 y una disminucion (fa) del alelo *m1, asi como (fg)
del genotipo *m1/*m1 cuando se compara con Mestizos y Mayos (p<0.05).

***Se observa un incremento de la (fg) del genotipo *m2/*m2 cuando se compara con los Mestizos y
Mayos (p<0.05).

Las frecuencias observadas y esperadas de las tres poblaciones en estudio en
los dos sitios polimorficos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. La
distribucion del polimorfismo A4889G es similar en las dos poblaciones Amerindias de

México, pero diferente cuando se compara con Mestizos.




En los Mestizos Mexicanos se observa un incremento en la frecuencia del alelo
A (*lle) y el genotipo AA (*lle/*lle) cuando es comparado con las poblaciones
Amerindias de México (p<0.05).

El analisis en la posicion T6235C mostré un incremento en la frecuencia del
alelo *m2 en Teenek cuando se compara con Mestizos y Mayos (p<0.05) y del
genotipo *m2/*m2 cuando se compara con Mestizos (p<0.05). También en el grupo
Teenek se observa un decremento en la frecuencia del alelo *m1 y del genotipo
*m1/*ml1 cuando se compara con Mestizos y Mayos (p<0.05).

Las frecuencias alelicas de estos polimorfismos en las tres poblaciones
(Mestiza, Teenek y Mayos) fueron comparadas con las reportadas en otros grupos
étnicos (Amerindios de Sudameérica, Caucésicos, Asiaticos y Africanos) Tabla 3.

En esta comparacion se observa que Caucésicos y Africanos son grupos con
frecuencias elevadas del alelo *lle en la posicion 4889 (94.8% y 97.5%
respectivamente) y del alelo *ml en la posicion 6235 (90.6% y 76.1%
respectivamente). Observando que las poblaciones Amerindias (México vy
Sudamérica) presentan una baja frecuencia de estos dos alelos. La frecuencia del
alelo *lle en la posicion 4889 varia de 3.0% en los Xavantes a un 46% en los Surui,
asi mismo la frecuencia del alelo *m1 en la posicion 6235 varia de 4.0% en los Surui
a un 53.8% en Mayos. En general, los grupos Amerindios de México junto con las
poblaciones Amerindias de Sudamérica presentaron elevada la frecuencia del alelo
*Val en la posicion 4889 y del alelo *m2 en la posicion 6235, sin embargo estas

frecuencias varian de acuerdo al grupo étnico en estudio.



Tabla3. Frecuencias alelicas (%) de los sitios polimorficos del gen CYP1Al en diferentes

poblaciones.
Frecuencias alelicas
A4889G T6235C

POBLACION n  G(*Vval) A(*lle) n T(*ml) C(*m2) Referencias
Mestiza 96 34.4* 65.6 106 59.9 40.1° Presente estudio
Teenek 52 65.4° 34.6 42  28.6 71.4°  Presente estudio
Mayos 54 54.6° 45.4 48 53.1 46.9' Presente estudio
Xavante 21 97.0 3.0 21 5.0 95.0 Kvitko et al.*
Wai Wali 26 81 19 26 19 81 Kvitko et al.**
Zoré 30 760 240 30 13.0 87.0  Kuvitko et al.*!
Gaviao 30 59 41 30 280 72.0  Kvitko etal.*
Surui 24 54 46 24 4 96 Kvitko et al.”
Mapuche 84 770 230 84 17.0 83.0 Mufioz et al.*®
Asiaticos 1132 228 772 638 640 359  Garteetal.”
Caucésicos 4790 5.2 94.8 4453  90.6 9.3  Garteetal.”
Africanos 481 25 975 461 76.1 238  Garteetal.”

Todas las poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy — Weinberg, con un intervalo de confianza menor de 0.05 (pC<0.05).
a. Decrece cuando se compara con Xavantes, Wai Wai, Zoro, Gaviao, Surui y Mapuche e
incrementa cuando es comparado con la poblacion Asiatica, Caucasica y Africana (pC<0.05).

b. Decrece cuando se compara con Xavantes, Wai Wai, Zoro, Gaviao, Surui y Mapuche e
incrementa cuando es comparado con la poblacion, Caucésicay Africana (pC<0.05).

C. Decrece cuando se compara con Xavantes e incrementa cuando es comparado con la
poblacion Asiatica, Caucéasicay Africana (pC<0.05).

d. Decrece cuando se compara con Xavantes, Surui e incrementa cuando es comparado con
la poblacién Asiatica, Caucasicay Africana (pC<0.05).

e. Decrece cuando se compara con Xavantes, Wai Wai, Zoro y Mapuche e incrementa
cuando es comparado con la poblacion Asiatica, Caucasica y Africana (pC<0.5).

f. Decrece cuando se compara con Xavantes, WAi Wai, Zoro, Gaviao, Surui y Mapuche e

incrementa cuando es comparado con la poblaciéon Caucésicay Africana (pC<0.05).







V. DISCUSION Y CONCLUSION.

Los sitios polimorficos localizados en el gen CYP1Al se reportan
asociados con la susceptibilidad genética a varios tipos de cancer '"46:48%2
Esto es debido principalmente al importante papel que juega la enzima que es
codificada por este gen. Esta enzima participa en la biotransformacion de
muchas moléculas de origen organico y xenobiotico en especial
procarcinégenos xenobioticos constituyentes del humo de cigarro. Estas
sustancias por lo general se encuentran emergidas en el ambiente, en
alimentos, asi como también en la emision de contaminantes industriales
derivados de petréleo, hierro y aluminio®.

Se tienen reportes de la diferencia que hay entre razas con respecto a la
distribucion alelica y genotipica de estos polimorfismos>~>°8. Por lo que, el
presente estudio describe las frecuencias alelicas y genotipicas en Mestizos
Mexicanos y dos poblaciones Amerindias Mexicanas (Mayos y Teenek) que
provienen de troncos linguisticos diferentes (Instituto Nacional Indigenista,
México). Cuando las frecuencias alelicas y genotipicas son comparadas entre
estos grupos y con otras poblaciones previamente descritas, las diferencias
son notables; cabe mencionar que las frecuencias del alelo *m1 y del genotipo
*m1/*ml del sitio polimorfico en la posicion 6235 se encuentran elevadas en el
grupo Mayo cuando se compara con el grupo Teenek. Esta diferencia del
grupo Mayo ya ha sido previamente reportada por nuestro grupo al estudiar
otros genes polimorficos que incluyen a los marcadores de HLA, polipéptidos
de bajo peso molecular (LMP), los receptores B-adrenergicos y la enzima

convertidota de angiotensina (ACE) 2%,



En estos estudios se observa que los Mayos presentan importantes diferencias
cuando se comparan con otros grupos Amerindios de México. Por lo tanto, el
presente estudio corrobora estas diferencias utilizando un marcador
polimorfico (CYP1A1) no estudiado previamente en estas poblaciones.

La distribucion de los polimorfismos del CYP1Al en poblaciones
Caucasicas y Africanas es muy similar, debido a que se presenta elevada
frecuencia de Isoleucina en la posicion 4889 (94.8% en Caucasicos y de
97.5% en Africanos) y del alelo *m1 en la posicion 6235 (90.6% en Caucasicos
y 76.1% en Africanos). Contrario a estas poblaciones, los grupos Amerindios
Mexicanos, asi como los Amerindios de Sudamérica presentan altas
frecuencias de Valina en la posicion 4889 y del alelo *m2 en la posicién 6235.
El presente estudio es el primero en poblaciones Amerindias del Norte de
América y sugiere que los alelos *Val (4889) y *m2 (6235), se encuentran
presentes en frecuencias elevadas en todas las poblaciones Amerindias del
continente americano. Asi mismo también los datos sugieren que estos alelos
se encontraban presentes en los primeros amerindios nativos que llegaron de
Asia a través del estrecho de Bering hace 30,000 afios durante la era glaciar,
debido a qué se ha sustentado que los primeros nativos provienen de la
primera migracion, ya que se sustenta que en el mundo hubo tres migraciones
(Amerindia, Na — Dene y Eskimo — Aleut) que permitieron el paso del hombre
de Asia al continente americano %2#. También se sugiere que las frecuencias
elevadas de los alelos *lle en la posicion 4889 y de *m1 en la posicién 6235 en
la poblacion mestiza mexicana son resultado de la mezcla con individuos

caucasicos que arribaron a México durante el siglo XVI.



Los alelos *Val y *m2 en las posiciones 4889 y 6235 respectivamente se

encuentran fuertemente asociados con varios tipos de canceres (pulmon,

intestino, colérectal y bronquial) #6482,

Como se menciono, estos alelos se encuentran en alta frecuencia en la
poblacion  mexicana, principalmente en los grupos amerindios.
Desafortunadamente, hasta el momento nosotros no tenemos datos de la
prevalencia de cancer en estas dos poblaciones Amerindias Mexicanas que
presentan frecuencias elevadas de los alelos *Val y *m2. Por lo que futuros
estudios ayudaran a esclarecer si las frecuencias elevadas de los alelos *Val y
*m2 en la poblacibn Amerindia confieren mas susceptibilidad a el desarrollo de
cancer en estas poblaciones.

En resumen el presente estudio corrobora las frecuencias elevadas de los
alelos *Val y *m2 en el gen CYP1ALl en las poblaciones Amerindias, con un
estudio en grupos étnicos Mexicanos no estudiados previamente con estos
marcadores. También se observan algunas diferencias que son notables entre
las poblaciones Mexicanas que se correlacionan con diferencias lingiisticas. A
medida que los alelos del CYP1AL1 se han asociados con el desarrollo de
cancer y otras enfermedades, el conocimiento de la distribucién de estos alelos
(*Val y *m2) en las poblaciones Mexicanas (Mestizos y Amerindios) ayudara a

esclarecer el papel que tienen los marcadores en la susceptibilidad genética a
factores ambientales presentes en estas poblaciones.
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VII. ANEXOS.

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA POR EL METODO DE EXPULSION SALINA.
1. Recolectar 8-10 ml de sangre total periferica con anticoagulante (EDTA).

2. En un tubo falcon de 50 ml. poner 40 ml de solucién de lisis (SLR 1X), vaciar
toda la sangre en el tubo. Mezclar vigorosamente la solucion.

3. Centrifugar la solucion a 1200 rpm/10 minutos

4. Quitar el sobrenadante con una pipeta con cuidado, sin tocar el precipitado.

5. Agregar nuevamente sol. SLR 1X hasta 40 ml. Centrifugar a 1200 rpm/10
minutos.

6. Quitar el sobrenadante; hasta que el precipitado este limpio (sin presencia de
eritrocitos). En este paso se puede invertir el tubo y dejarlo escurrir. Repetir el lavado
las veces necesarias para su limpieza.

7. Agregar en el tubo falcon: 259ul de agua estéril, 160ul de buffer de proteinasa,
40ul de SDS al 20% y 40ul de proteinasa K. disgregando el paquete.

8. Pasar el paquete disgregado con la solucion a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Previamente marcado y mezclar vigorosamente.

9. Incubar a 37°C toda la noche o incubar a 55|°C durante 3 a 4 horas (en este
caso agregar 20ul de proteinasa K).

10. Terminada la incubacion agregar 240ul de NaCl 5M. Mezclar vigorosamente
durante 40 segundos y centrifugar a 14000 rpm/ 10 minutos.

11. Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf sin tomar el precipitado.

12. Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/ 10 minutos y recuperar el sobrenadante.



13. Agregar etanol frio al 95% e invertir el tubo hasta que aparezca un precipitado
blanco (DNA).

14. Centrifugar a 14000 rpm/10 minutos.

15. Se decanta el sobrenadante y se agrega etanol frio al 70%, con el propésito de
lavar el DNA.

16. Centrifugar a 14000 rpm/10 minutos y se desecha el sobrenadante.

17. Secar el precipitado en un desecador de DNA durante 30 minutos.

18. Agregar de 50 a 100ul de TE (tris -EDTA) y someterlo a una temperatura de
65°C durante 3 horas para que se resuspenda el DNA en el agua.

19. Medir la concentracién del DNA a 260 nm. La pureza se obtiene de medir el
DNA a 260 nm y las proteinas a 280 nm, la relacion entre 260/280 nos da la pureza.

Este valor debe corresponder entre 1.7-1.8

PROCEDIMIENTO PARA AJUSTAR EL DNA.
Abs a 260 nm x 50 ng (que es el indice de densidad 6ptica) x 100ul (volumen de

dilucién)= [ng/ul] x vol total del tubo = ng totales en el tubo.

Para ajustar a 200 ng/ul dividir los ng totales entre 200 (concentracién deseada) y la
resultante restarle el volumen que ya se tienen en el tubo. El resultado es la cantidad
gue hay que agregar de agua a mi tubo para que quede ajustado el DNA a la

concentracion deseada; esto es 200 ng por ul.



EJEMPLO:

Abs 260 nm (0.056) x 50 ng x 100 (factor de dilucion)=282.2 ng/ul

282.5 x 90ul (vol. del tubo)=25425 mg en 90 ul (concentracion total)

244257/200 [concentracion que deseo]=127.125ul - 90 (vol que ya tengo)=37.125ul

gue necesitd agregar a mi tubo para tenerlo todo ajustado a 200ng/ul.

TECNICA DE PCR PARA CYP1A1 SITIO POLIMORFICO A4889G.

La amplificacion es por medio de PCR alelo especifico donde cada muestra es

amplificada en dos reacciones por separado usando uno de los dos cebadores de

inicio.

Reaccion 1

DNTP’s (mezcla de deoxinucleotidos) 2mM------ 4ul

Amortiguador de PCR 10X (Buffer)------------------ 2.5ul
MgCl, (25mM)-- -1.5ul
Iniciador derecho (E7-1)---------=-==-=-==nmnmmmmmmmeme- 2.5ul
Iniciador izquierdo (E7-3)-------------- --2.5ul
H2O destilada-----=-=-=-=-=-=s=smememeoemmcmceoeeccaeeen 10.6ul

Taq polimeraza------------=-=======mmmmmmmmmmm e .125ul



Reaccion 2

DNTP’s (mezcla de deoxinucleotidos) 2mM------ 4ul

Amortiguador de PCR 10X (Buffer)------------------ 2.5ul
MgCl, (25mM)------- -1.5ul
Iniciador derecho (E7-2)--------------=-=-=-mmmomeeme- 2.5ul
Iniciador izquierdo (E7-3)-------------- --2.5ul
H2O destilada-----=-=-=-=-=-=s=mmememeoemmcmceeeceeccceeee 10.6ul
Tag polimeraza-------------=-==-====mmmmmmm oo .125ul

Se mezcla de cada reaccion todo y se agrega 23.125 ul + 2ul de DNA=25ul totales en

cada tubo.

CONDICIONES PARA EL TERMOCICLADOR:

Programa de amplificacion.

95°C 95°C

72°C 72°C
5min. Imin
65°C Imin 5min

1min

20 ciclos 4°C




-Desnaturalizacion: 95°C durante 1 minuto

-Alineamiento: 65°C durante 1 minuto

-Extension: 72°C durante 1 minuto

-Extension final a 72°C durante 5 minutos

- Durante 30 ciclos de amplificacion.

Una vez finalizado el proceso de amplificacion, verificar el amplificado en el gel de
agarosa al 2%, agregando 5ul de colorante naranja G+5ul del amplificado. Esta
mezcla se corre en un gel de agarosa a 80 Volts durante 30 minutos. El cual se

verificara en un transiluminador de luz UV.

TECNICA DE PCR PARA CYP1A1 SITIO T6235C.
Mezcla que contiene todo lo necesario para realizar la amplificacion

DNTP’s (mezcla de deoxinucleotidos) 2 mM-----4pl

Amortiguador de PCR 10X (Buffer)-------------- 2.5ul
MgCl, (25mM) --- --1.5pl
Iniciador (cyp 1 Mspl)----- ----2.5ul
Iniciador (cyp 2 Mspl)----- --2.5ul
H,O destilada- - ---------10.75pl
Taq polimerasa- - ---125ul

Se mezcla todo y se agrega 22.5ul al tubo + 2.5ul de DNA=25ul Totales en cada

tubo.



Condiciones para el termociclador:

95°C 95°C 2c . 72°C
5min 30s \ 57°C / 1:00 5:00 4°C
1:00 o
) 30 ciclos "

«+ Desnaturalizacion: 95°C durante 1 minuto
«+ Alineamiento: 57°C durante 1 minuto
< Extension: 72°C durante 1minuto

< Extension final 72°C durante 5 minutos

Todo el proceso se realiza durante 30 ciclos.

e Una vez finalizado el proceso de amplificacion, verificar el amplificado en gel de
agarosa al 2%, agregando 5ul de colorante naranja G + 5ul del amplificado. Esta
mezcla se corre en un gel de agarosa a 80 volts durante 30 minutos. Las bandas son
observadas en un transiluminador y se compara el tamafio de las bandas con un
marcador de peso molecular conocido.

e Una vez verificada la amplificacion y corroborando el tamafio del amplificado se

procede a digerir con una enzima de restriccion, en este caso se utilizé la Mspl



agregando 2ul del buffer correspondiente + 1ul de la enzima (Mspl) + 17ul del
amplificado

e Incubar a 37°C durante 3 horas o toda la noche.

e Después de la incubacion la muestra se corre en un gel de azaroso al 3%. Cargar
15ul de la mezcla de DNA (amplificado y digerido). Utilizar el marcador de peso

molecular phi X174/hinf |

INICIADORES UTILIZADOS:

CYP1A1l ---A4889G:

E7-1: 5- GAAGTGTATCGGTGAGACCA-3

E7-2: 5- GAAGTGTATCGGTGAGACCG-3

E7-3: 5- GTAGACAGAGTCTAGGCCTCA-3
CYP1A1---T6235C:

Cyp 1 Mspl: 5" -CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT -3’

Cyp 2 Mspl:"5"- TAGGAGTCTTGTCTGATGCCT -3

PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA AL 2%
Se pesa 2 gramos de agarosa LE (Promega, Wi. USA), se disuelve en 5ml de TBE

10Xy 95 ml de agua destilada. Para un volumen final de 100 ml..



Se calienta hasta que hierva y después se daja enfriar hasta 40° C
aproximadamente.

Agregar 1.5ul de bromuro de etidio. Mezclar perfectamente.

Vaciar sobre la caja del gel y dejarlo secar cuando menos unos 25 minutos antes de
usarlo.

Para corre el DNA mezclarlo con una solucién “gel loading” de rojo de cresol a razon
de 3:10ul

Vaciar las muestras en el gel sumergido en TBE 1X

Correr el gel a 80 mV durante 30 minutos aproximadamente

Se visualiza el gel en una lampara de luz ultravioleta.

PREPARACION DEL TBE 10X (para preparar 1000ml)

Pesar Tris base 54qrs
Acido borico 27.5grs
0.5M de EDTA (pH=8.0) 20ml

Aforar con agua desionizada a pH 8.3

PREPARACION DE LOS DEOXINUCLEOTIDOS



Tomar 125ul de cada uno de los deoxinucleotidos (dTTP, dGTP, dATP, dCTP)
(Promega Wi, USA), los cuales estan a 100 mM y agregar 9.5 ml de agua destilada y

desionizada. La concentracion final es de [1.25mM].

AJUSTE DE LA CONCENTRACION DE LOS INICIADORES (PRIMERS)

Para ajustar los iniciadores a 200ug/ml. Se toma la lectura en pmol iniciales y este
valor se divide entre la concentracion deseada, es decir 200, el valor resultante es el
volumen de agua que agregamos par tener nuestros iniciadores ajustados a

[200ug/ml Este sera nuestro tubo madre.

SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE DNA

SOLUCION PARA LA LISIS DE LAS CELULAS ROJAS (SLR)

Para un litro a 20X

50ml de Tris 2M =12.12grs.
50ml de MgCI2 1M =10.16grs.
100ml de NaCl 1M = 5.78grs.

Ajustar el pH a 7.6 y aforar a 1L.

Para preparar 1L 1X

50ml de SLR (20X) aforar a 1000ml con H20.



BUFFER DE PROTEINASA K (5X)

Para 100ml
0.375M de NacCl =2.19grs
0.12M de EDTA =4.469rs

Ajustar el pH a 8 y aforar a 100ml con H20.

Filtrar.

PROTEINASA K

Ajustarla a 10 mg/ml con H20 inyectable.

SDS AL 20%

NaCl 5M 14.6grs en 50 ml
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